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Les intégrines sont bien reconnues pour être impliquées dans plusieurs mécanismes 
cellulaires tels que la migration, la différenciation et la survie cellulaire. Il est également 
connu que les différentes sous-unités des intégrines peuvent elles aussi avoir des rôles 
différents au sein de ces mécanismes. Les signaux de survie engendrés par l'adhésion 
cellulaire sont principalement médiés par les intégrines. Ainsi lors de la perte d'adhésion à 
la matrice extracellulaire, les cellules entrent en anoïkose. Notre laboratoire a démontré que 
les cellules épithéliales intestinales entrent, elles aussi, en anoïkose lors d'une perte 
d'adhésion à la matrice. Ainsi l'objectif de ce travail est de déterminer l'implication des 
différentes sous-unités a des intégrines dans la survie cellulaire dans l'épithélium intestinal 
selon l'état de différenciation. Tout d'abord, nous avons déterminé le profil d'expression 
des sous-unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines. Les cellules indifférenciées expriment toutes 
les sous-unités d'intérêts, alors que les cellules différenciées expriment surtout la sous-unité 
a6 des intégrines. Ensuite, afin de déterminer quelles sous-unités des intégrines sont 
impliquées dans la survie cellulaire selon l'état de différenciation, nous avons utilisé des 
anticorps bloquants afin d'inhiber leur adhésion à la matrice. Les sous-unités a2, a3 et a6 
des intégrines sont importantes pour la survie des cellules indifférenciées alors que ce sont 
les sous-unités a2, a5 et a6 qui sont importantes pour la survie des cellules différenciées. 
Nous avons généré des shARNs dans des lentivirus afin d'infecter les cellules 
indifférenciées HIEC. Aucun des shARNs générés contre les sous-unités a2, a3 et a5 n'est 
fonctionnel. Le troisième shARN contre la sous-unité a6 a fonctionné. De plus, la perte 
d'expression de la sous-unité a6 a entraîné une augmentation de l'anoïkose. Donc, la sous-
unité a6 des intégrines est importante pour la survie des cellules indifférenciées. A l'aide de 
ce shARN, nous avons déterminé que la perte d'adhésion causée par la perte d'expression 
de la sous-unité a6 des intégrines affecte les niveaux relatifs d'activation de Fak. Ainsi, les 
différentes sous-unités a des intégrines sont impliquées de façon différentielle dans la 
survie des cellules épithéliales intestinales selon l'état de différenciation. 
Intégrines, survie cellulaire, Anoïkose 
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I-INTRODUCTION 
1. Apoptose 
L'apoptose ou la mort cellulaire programmée est un processus complexe hautement 
régularisé et ciblé qui ne provoque pas de réaction inflammatoire (Nelson et White, 2004). 
Elle exerce des fonctions cruciales dans le développement, dans l'homéostasie des tissus et 
la réparation tissulaire (Jacobson et al, 1997; Vaux et Korsmeyer, 1999; Cory et Adams, 
2002; Nelson et White, 2004). La dérégulation de l'apoptose peut contribuer au cancer, aux 
maladies auto-immunes, à l'immunodéficience, à l'infertilité ainsi qu'à des désordres 
dégénératifs (Thompson, 1995; Reed et al, 1996; White, 1996; Guimaraes et Linden, 2004; 
Nelson et White, 2004; Nicotera et Melino, 2004). 
L'apoptose est régie par un programme génétiquement conservé autant chez les 
invertébrés que chez les vertébrés (Ellis et al., 1991). L'apoptose peut être induite par la 
cellule elle-même et aussi suite à certains stimuli, tels les agents génotoxiques (stress 
oxydatif, radiations, etc.) qui provoquent des dommages à l'ADN, la perte des signaux de 
survie (perte de facteur(s) de croissance, interaction cellule-matrice), les infections virales 
ainsi que les chocs thermiques ou osmotiques (Saini et Walker, 1998; Zeigler et Groscurth, 
2004). L'apoptose peut également être causée par des signaux extracellulaires tels que des 
cytokines pro-inflammatoires ou des toxines (Cory et al, 2003; Edinger et Thompson, 
2004). Le maintien de la survie cellulaire n'est pas un processus passif et requiert une 
constante régulation par des stimuli variés qui peuvent provenir de facteurs de croissance, 
de cytokines, d'hormones et de l'adhésion cellulaire (spécifiquement les intéractions 
cellule-matrice) (Ruoslahti et Reed, 2004; Frisch et Ruoslahti, 1997; Frish et Screaton, 
2001). Des signaux complexes provenant de l'environnement (extérieur et/ou intérieur) de 
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la cellule sont émis afin de promouvoir la mort ou la survie cellulaire (Cory et al., 2003; 
Edinger et Thompson, 2004). L'intégration de ces signaux se fait principalement via une 
famille de protéines, appelées homologues Bcl-2, qui peuvent être des molécules 
activatrices (par exemple Bax, Bak et Bok), suppressives (par exemple Bcl-2, Bcl-X et 
Mcl-2) et sensibilisatrices (par exemple Bad, Bid, Bim et Bmf) et qui jouent un rôle central 
dans la détermination du devenir de la cellule. Il est également bien connu que l'induction 
ou la supression de l'apoptose ne dépend pas de l'activité d'un seul homologue Bcl-2, mais 
plutôt d'une balance des activités de plusieurs homologues Bcl-2 pro- et anti-apoptotique 
(Reed et al., 1996; Cory et Adams, 1998a; Cory et Adams 2002). Ainsi, afin de maintenir la 
survie cellulaire, la balance des homologues Bcl-2 doit pencher du côté de la survie plutôt 
que du côté de l'apoptose. De plus, il est connu que les protéines impliquées dans la survie 
et la mort cellulaire diffèrent selon le type cellulaire et selon l'état de différenciation 
(Gauthier et al., 2001a; Gauthier et al., 2001b; Harnois et al., 2004). Ainsi, Bak et Bax, qui 
sont normalement localisées dans le cytoplasme d'une cellule saine, transloquent à la 
membrane mitochondriale en présence d'un stimulus apoptotique (Figure 1). Il s'ensuit une 
perte de l'intégrité de la membrane mitochondriale externe. Les pores formés dans la 
membrane causent un relâchement de molécules et de protéines normalement séquestrées 
dans la mitochondrie comme des activateurs de caspases (par exemple le cytochrome c, hsp 
10, hsp 60), des inhibiteurs d'IAP (Protéine inhibitrice d'apoptose) (comme Smac/Diablo, 
procaspase 2 et 9), des espèces activées de l'oxygène ainsi que AIF «Apoptosis inducing 
factor» (Cory et al., 2003; Martin et Vuori, 2004). Le cytochrome c se lie à APAF-1 
«Apoptitic Peptidase Activating Factor 1» dans le cytosol et une oligomérisation avec la 
pro-caspase 9 permet la formation de l'apoptosome. L'apoptosome permet ensuite le 
clivage de la pro-caspase 9 en caspase 9 activée (Cory et al., 2003; Martin et Vuori, 2004). 
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La caspase 9 est une caspase initiatrice de l'apoptose. Elle permet l'activation des caspases 
effectrices, ce qui entraîne ensuite une cascade d'activation d'un plus grand nombre de 
caspases exécutrices, une activation de la CAD «Caspase activated DNAse», qui dégrade 
l'ADN internuclésomique, le clivage de Bel-XL (anti-apoptotique) en Bcl-XS (pro-
apoptotique) et l'activation de multiples protéases. C'est le stade final de l'apoptose. Une 
fois la caspase 9 activée, le processus apoptotique est irréversible (Reed et al., 1996; Cory 
et Adams, 1998b; Green, 1998) (Figure 1). 
Au niveau morphologique, l'apoptose se caractérise par plusieurs événements. Les 
premiers signes sont une condensation du matériel nucléaire, soit la chromatine, un 
rétrécissement cellulaire, la déshydratation du cytoplasme et la fragmentation des 
organelles. Une vacuolisation membranaire (plasmique et nucléaire) a également lieu ainsi 
qu'une dégradation internucléosomique de l'ADN (fragment de l'ADN entre les 
nucléosomes qui génère des multiples de -180 paires de bases). La membrane nucléaire se 
dégrade alors en formant des fragments discrets dans le cytoplasme. Le processus 
apoptotique se termine par une protéolyse totale et une cytolyse non-inflammatoire. 
Éventuellement, les cellules elles-mêmes se fragmentent formant un certain nombre de 
corpuscules apoptotiques qui renferment le contenu cellulaire réduit à sa plus simple 
expression. Ces derniers sont généralement phagocytés par les macrophages et/ou les 
cellules avoisinantes, ou éliminés par exfoliation dans une lumière (Kroemer et al., 1995; 
Allen et al., 1997; Hall, 1999). 
Figure 1. Voie commune de régulation de l'apoptose. 
Résumé des étapes et protéines impliquées dans la voie commune de régulation de 
l'apoptose. Lorsque les homologues Bcl-2 sensibilisateurs (exemple Bad, tBid, Bim et 
Bmf) sont présents en assez grande quantité, il y a inhibition des homologues Bcl-2 anti-
apoptotiques (suppresseurs) (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, etc.) et activation des homologues Bcl-
2 pro-apoptotiques (activateurs) tels que Bax, Bak et Bok. Ces dernières détruisent 
l'intégrité de la mitochondrie en créant des pores dans sa membrane, ce qui relâche une 
multitude de facteurs favorisant l'apoptose tels que le cytochrome c et APAF-1. Ces deux 
composants peuvent alors coopérer pour dimériser la pro-caspase 9 formant l'apoptosome. 
L'apoptosome permet alors de transformer la pro-caspase 9 en capsase 9 activée. Il 
s'ensuivra une cascade amplificatrice d'activation de caspases effectrices. Adapté de : 
Vachon, 2006. 
Relâche 
i f Relâcha Apoptosome 
.cytochrome C 
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2. Adhésion cellulaire, survie et anoïkose 
2.1 Anoïkose 
Il est maintenant bien établi qu'afin d'assurer la survie des cellules, dont les cellules 
épithéliales, celles-ci doivent interagir avec les composants de la matrice extracellulaire 
(MEC). La perte ou la perturbation de cette interaction entre la cellule et la matrice induit 
l'apoptose chez plusieurs types celulaires (Meredith et ai, 1993; Frisch et Francis, 1994; 
Meredith et Shwartz, 1997). Ce type particulier d'apoptose est appelé anoïkose (du mot 
grec signifiant «sans abri») (Frisch et Francis, 1994). L'anoïkose est nécessaire au cours de 
l'embryogénèse, l'organogénèse ainsi que pour le maintien et le renouvellement tissulaire 
(Boudreau et Jones, 1999; Grossmann, 2002; Vachon, 2006). S'il y a des dérèglements 
dans le processus d'anoïkose, ceux-ci mènent souvent à des désordres pathologiques, 
comme le cancer. L'adhésion de la cellule à la matrice se fait principalement via les 
intégrines. Ces intégrines régulent la viabilité cellulaire via leurs interactions avec la 
matrice extracellulaire en créant un pont physique entre la cellule et la matrice, mais 
également en convertissant des stimuli en signaux capables de moduler une transduction 
intracellulaire (Giancotti, 2000). La perte des interactions cellule-matrice extracellulaire 
active la caspase 8 qui, à son tour, active les caspases effectrices 3 et 7 (Figure 2). Ces 
dernières activent l'homologue Bcl-2 sensibilisateur Bid et inactivent des kinases comme 
Fak et Akt. Ces caspases effectrices clivent MEKK1 (qui devient constitutivement actif), 
un activateur de certaines SAPK. L'activation des SAPK est aussi facilitée par Ask-1, qui 
est normalement inhibée par la voie de signalisation de survie des intégrines. 
Figure 2. Voie commune d'induction de l'anoïkose. 
Résumé des étapes et protéines impliquées dans la voie commune d'induction de 
l'anoïkose. Lors de la perte d'interaction entre la cellule et la matrice extracelulaire, il y a 
inhibition des voies de survie impliquant entre autre Fak, PI3-K/Akt et Mer/Erk. Il se 
produit également une perturbation du cytosquelette, qui va permettre la relâche de Bim et 
Bmf, séquestrés dans les microfilaments et des microtubules. Il y a activation de la caspase 
8, qui va ensuite contribuer à l'activation des caspases effectrices et des voies des SAPK. 
Tous ces événements conduiront, éventuellement, à la translocation du signal à la 
mitochondrie, à la formation de l'apoptosome et à la mort cellulaire. Adapté de Vachon, 
2006. 
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De plus, la perturbation du cytosquelette libère les homologues sensibilisateurs Bim 
et Bmf, qui sont en temps normal séquestrés dans les microtubules et les microfilaments 
respectivement. Le signal est ainsi transloqué à la mitochondrie et il y a formation de 
l'apoptosome, activation de la caspase 9, et finalement, la cascade d'activation des caspases 
effectrices. L'anoïkose demeure réversible tant que le signal d'induction n'est pas 
transloqué vers les mitochondries (Figure 2). Par contre, une fois l'apoptosome formé, la 
mort cellulaire devient irréversible et inévitable. 
2.2 Les intégrines 
Les intégrines font partie de quatre familles de molécules d'adhésion, comprenant 
aussi les sélectines, les cadhérines et la super famille des Ig (Alpin et al, 1998; Gonzalez-
Amaro et Sanchez-Madrid, 1999). Les intégrines jouent un rôle obligatoire dans le 
développement et l'homéostasie de tous les organismes multicellulaires, et sont essentielles 
à la vie. Elles sont importantes pour la migration, la prolifération, la différenciation et la 
survie cellulaire. Ces molécules ont été décrites initialement comme étant capables 
d'intégrer le signal venant de la matrice extracellulaire vers l'intérieur de la cellule 
(Tamkun et al., 1986; Ruoslahti et Pierschbacher, 1987; Albelda et Buck, 1990; Hynes, 
1992; Gumbiner, 1996; Ruoslahti, 1996). Les intégrines constituent une famille de 
récepteurs transmembranaires hétérodimériques et sont composées d'une sous-unité a liée 
de façon non-covalente à une sous-unité P (Albelda et Buck, 1990; Petruzzelli et al., 1999; 
Humphries, 2000). En général, chaque sous-unité des intégrines possède un large domaine 
extracellulaire, un court domaine transmembranaire et un petit domaine intracellulaire pour 
un total d'environ 1600 acides aminés (Lal et al, 2009; Ginsberg et al., 2005). Jusqu'à ce 
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jour, dix-huit sous-unités a et huit sous-unités P sont connues et elles permettent la 
formation de vingt-quatre différents récepteurs (Lal et al., 2009). Leurs différentes 
combinaisons déterminent la spécificité de l'intégrine à son ligand, ce qui permet la 
reconnaissance des composantes de la matrice extracellulaire (MEC) tels que le collagène, 
fibronectine, vitronectine et laminine (Petruzzelli et al., 1999; Ginsgerg et al., 2005). En 
général, la sous-unité a des intégrines confère la spécificité au ligand et la sous-unité p est 
importante pour les intéractions avec l'environnement (Lal et al,. 2009). 
La survie d'un type cellulaire donné implique souvent un constituant de la matrice 
et une intégrine spécifiques. L'expression des sous-unités a des intégrines est tissu-
spécifique (Stupack, 2007). Les sous-unités a des intégrines possèdent un patron 
d'expression différentiel selon l'état de différenciation. L'équipe du Dr. Beaulieu a 
démontré que les sous-unités a2 et a3 possèdent un patron d'expression complémentaire. 
Dans cette étude, effectuée in vivo dans l'épithélium de l'intestin grêle humain, la sous-
unité a2 est principalement exprimée dans les cryptes alors que la sous-unité a3 est 
principalement exprimée dans les villosités. Les sous-unités ot5 et a6, quant à elle, sont 
exprimées tout le long de l'axe (Beaulieu, 1992; Basora et ai, 1999; Beaulieu, 1999). 
Plusieurs autres études démontrent également une expression différentielle selon l'axe 
crypte-villosité. Choy et al. ainsi que Ladinser et Pittschieler ont démontré que, dans la 
muqueuse intestinale humaine, les sous-unités a2, a3 et a6 des intégrines sont retrouvées 
tout le long de l'axe crypte-villosité alors que la sous-unité al des intégrines est exprimée 
uniquement dans les cryptes (Choy et al., 1990; Ladinser et Pittschieler, 1998). 
Plusieurs études démontrent que l'implication des intégrines dans la survie 
cellulaire diffère selon le type cellulaire. Ainsi, l'intégrine a 1 p 1, qui est un récepteur du 
collagène, a un rôle important dans la survie des cellules de la crête neurale (Desban et al, 
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2006). Alors que pour d'autres types cellulaires, tels que les chondrocytes et les cellules 
endothéliales, c'est l'intégrines ot5(31, qui est un récepteur de la fibronectine, qui se trouve 
être importante pour la survie cellulaire (Pulai et al., 2002; Wary et al., 1996). Les cellules 
épithéliales ovariennes en absence de sérum, adhérées sur une matrice de fibronectine, sont 
protégées de l'anoïkose grâce à la surexpression forcée de l'intégrine a5(31, tandis que la 
surexpression forcée de l'intégrines avpi n'a pas cet effet (Zhang et al., 1995; Ruoslahti, 
1996). Ainsi l'implication des intégrines dans la survie cellulaire peut grandement varier 
selon le type cellulaire et ainsi que leurs profils d'expression. 
2.3 La transmission de signaux par les intégrines 
Le domaine cytoplasmique des intégrines est généralement court et dépourvu 
d'activité enzymatique (Hynes, 1992; Giancotti et Ruoslahti, 1999). Les intégrines 
transmettent leurs signaux via leurs intéractions avec des protéines du cytosquelette et des 
kinases cytoplasmiques comme Fak, ILK, Taline, Paxiline, pl30Cas, la famille Src, etc. 
(Lal et al., 2009). Suite à un signal, par exemple la liaison d'un ligand de la matrice 
extracellulaire au domaine extracellulaire de l'intégrine, il y a induction d'un changement 
de conformation et regroupement des intégrines en des points de contact appelés plaques 
d'adhésions focalisées (Burridge et Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Ce regroupement 
d'intégrines cause des réorganisations du cytosquelette, l'activation de cascades de 
signalisation intracellulaire ainsi que le recrutement de complexes multiprotéiques 
(Giancotti et Ruoslati, 1999; Lal et al., 2009). En effet, l'association des intégrines avec des 
protéines du cytosquelette et des kinases permet la formation de fibres de stress. De plus, 
les plaques d'adhésion focalisées servent de carrefours à la signalisation par les intégrines 
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puisqu'elles concentrent certaines kinases qui activent plusieurs voies de signalisation 
(Burridge et Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Giancotti et Ruoslati, 1999). Ces voies, 
comme par exemple les voies PI3-K et MEK/Erk mèneront à l'activation/répression de 
gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, de la différenciation, de la migration et 
de la survie (Giancotti et Ruoslati, 1999). La signalisation de survie induite par la sous-
unité pl supprime l'anoïkose en causant l'activation de kinases telles que Fak, PI3-K/Akt 
et/ou Mek/Erk, dépendamment du contexte cellulaire (Stupack et Cheresh, 2002). La 
liaison d'une intégrine (a)pi à son ligand de la matrice extracellulaire permet 
principalement le recrutement et l'activation de Fak. Fak active la PI3-K directement ou 
indirectement via la tyrosine Src ou une 1RS, menant à l'activation d'Akt (Kumar, 1998; 
Giancotti et Ruoslatti, 1999; Vachon, 2006). Akt activé phosphoryle les homologues Bcl-2 
pro-apoptotiques Bad et Bax pour les inhiber, en plus de phosphoryler la pro-caspase-9 
pour renforcer son état inactif (Cornillon et al., 2003; Vachon, 2006). Fak peut également 
recruter Grb2-Sos directement ou indirectement via Src, pour mener à l'activation de la 
petite GTPase Ras et ainsi stimuler la voie Raf-MEK/Erk (Cornillon et al., 2003; Vachon, 
2006). Cette dernière voie peut également être stimulée par certaines sous-unités a des 
intégrines, via le recrutement de Fyn ou de Yes, deux membres de la famille Src, et le 
recrutement subséquent de Shc-Grb2/Sos (Kumar, 1998; Giancotti et Ruoslatti, 1999; 
Vachon, 2006). Dans tous les cas, la stimulation des voies PI3-K/Akt et MEK/Erk produit 
généralement une régulation d'expression d'homologue Bcl-2 positive pour les anti-
apoptotiques et négative pour les pro-apoptotiques, ainsi qu'une régulation positive 
d'expression d'IAP. 
Figure 3. Signalisation intégrine pi-Fak, survie cellulaire et suppression de l'anoïkose. 
Résumé des étapes et protéines impliquées dans la signalisation intégrine pl-Fak, la 
survie cellulaire et la suppression de l'anoïkose. Lorsque l'intégrine se lie à son ligand, il se 
produit un changement de conformation, qui permet principalement le recrutement et 
l'activation de la kinase Fak avec ou sans l'aide de Src. Fak s'autophosphoryle au niveau 
de sa tyrosine 397, ce qui permet le recrutement/activation direct de la PI3-K ou 
indirectement via la tyrosine Src ou une 1RS menant à l'activation d'Akt. Akt inhibe les 
homologues activateurs (pro-apoptotiques) Bad et Bax, en plus de phosphoryler la pro-
caspase 9 afin de renforcer son état inactif. Raf phosphoryle l'homologue anti-apoptotique 
Bcl-2 pour le stabiliser, tandis que RSK-1, un effecteur de la voie Mek/Erk inhibe Bad. 
Dans tous les cas, la stimulation des voies PI3-K/Akt et Mek/Erk produit une augmentation 
d'expression des homologues Bcl-2 anti-apototiques et une diminution d'expression des 
homologues Bcl-2 pro-apoptotiques. Adapté de : Vachon, 2006. 
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La liaison des intégrines aux microfilaments d'actine par des complexes composés 
de taline, de paxiline, de vinculine ainsi que Fak et Src, permet la stabilisation du 
cytosquelette. Cette stabilisation permet de séquestrer les homologues Bcl-2 
sensibilisateurs (pro-apoptotiques) Bmf et Bim dans les microfïlaments d'actine et les 
microtubules respectivement. Ceci empêche l'activation des homologues Bcl-2 activateurs 
et favorise la survie cellulaire. (Vachon, 2006) (Figure 3). 
3. Épithélium intestinal 
3.1 Le modèle 
L'épithélium intestinal est un modèle utile pour l'étude des mécanismes impliqués 
dans le renouvellement tissulaire, incluant l'apoptose (Ménard et al., 2005). Ce système de 
renouvellement tissulaire est rapide, continu et est compartimentalisé en ce qui a trait à la 
prolifération et la différenciation. L'unité fonctionnelle de l'épithélium intestinal est l'axe 
crypte-villosité tel qu'illustré à la figure 4. Comme son nom l'indique, on peut séparer cet 
axe en deux compartiments, soient la crypte et la villosité. À la base des cryptes, dans le 
compartiment de prolifération situé dans la moitié inférieure de la crypte, on retrouve les 
cellules souches et les cellules prolifératrices. À la base des villosités, on retrouve le 
compartiment de différenciation, compartiment où les cellules prolifératives vont se 
différencier. Une fois à la jonction de la crypte et de la villosité, les cellules sont 
pleinement différenciées et fonctionnelles (Leblond, 1981; Gordon et Herminston, 1994; 
Jones et Gores, 1997; Potten, 1997). Elles vont par la suite migrer vers l'apex où elles 
entreront en anoïkose afin d'être exfoliées dans la lumière intestinale. Ce «gradient» de 
différenciation entérocytaire le long de l'axe crypte-villosité est surtout défini par des 
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propriétés fonctionnelles que les entérocytes pleinement différenciés possèdent et qui les 
distinguent des cellules cryptales (Ménard et Beaulieu, 1994; Jones et Gores, 1997; Potten, 
1997; Pageot et al., 2000). Cependant, les bases moléculaires du processus dynamique de 
production dans les cryptes et la migration de ces cellules jusqu'à l'apex des villosités 
demeurent mal connues (Gordon et Herminston, 1994; Jones et Gores, 1997; Potten, 1997). 
Les mécanismes moléculaires d'apoptose qui font partie intégrante du processus 
dynamique de renouvellement épithélial tissulaire le long de l'axe crypte-villosité, sont 
également mal connus. L'apoptose est majoritairement observée au sommet des villosités 
mais elle est quelques fois perceptible au niveau des cryptes où elle se produit de façon 
spontannée, permettant l'élimination des cellules prolifératives endommagées (Ménard et 
Beaulieu, 1994; Potten, 1992). 
3.2 Modèles in vitro de différenciation entérocytaire humaine 
Jusqu'à maintenant, il n'existe aucun modèle cellulaire in vitro capable de 
reconstituer pleinement le processus de différenciation le long de l'axe crypte-villosité 
humain. Les cellules HIEC «human intestinal epithelial cells», qui ont été isolées à partir 
d'intestins grêles fœtaux âgés de 17 à 19 semaines (Perreault et Beaulieu, 1996), sont un 
modèle cellulaire représentatif des cellules de la crypte qui ne peuvent être induites à se 
différencier (Perreault et Beaulieu, 1996). Ces cellules sont surtout utilisées pour des études 
portant sur la régulation de la prolifération entérocytaire. Il existe également des cultures 
primaires d'entérocytes normaux pleinement différenciés, soient les PCDE «Primary 
Culture of Differentiated Enterocytes» (Perreault et Beaulieu, 1996). Étant donné leur 
incapacité à proliférer, due à l'absence de cellules prolifératives, les PCDE peuvent être 
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maintenus seulement en tant que culture primaire, et ce, pour de très courtes durées 
(Perreault et Beaulieu, 1998). 
Les cellules de la lignée Caco-2 sont un bon modèle in vitro pour l'étude de la 
régulation de la différenciation entérocytaire (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et 
Beaulieu, 1992; Vachon et al., 1996). Les cellules Caco-2 sont une lignée provenant d'un 
adénocarcinome de côlon humain (Fogh et al., 1977). De plus, les cellules Caco-2 sont 
uniques dans leur propriété à pouvoir initier leur différenciation dès l'atteinte de la 
confluence, acquérant ainsi après 20 à 30 jours post-confluences, un degré de 
différenciation entérocytaire morphologique et fonctionnel qui s'apparente fortement au 
phénotype de l'entérocyte pleinement différencié (Pinto et al., 1983; Rousset et al., 1989; 
Vachon et Beaulieu, 1992; Vachon et al., 1996). 
À l'atteinte de la confluence, la prolifération cellulaire cesse et les cellules 
atteignent un nombre stationnaire (Pinto et al., 1983; Rousset et al., 1989; Beaulieu et 
Quaroni, 1991; Jumarie et Malo, 1991). Chez les cellules Caco-2, l'acquisition graduelle 
des caractéristiques d'entérocytes différenciés est reconnue comme étant un processus 
hautement régularisé (Rousset et al., 1989; Ménard et Beaulieu, 1994). Pour nos études, 
nous avons utilisé les cellules Caco-2/15, un clone provenant de la ligné originale Caco-2, 
exprimant des niveaux élevés du marqueur de différenciation sucrase-isomaltase (Beaulieu 
et Quaroni, 1991). 
3.3 Mécanismes de survie distincts selon l'état de différenciation entérocytaire 
Il est maintenant bien établi que la survie, l'apoptose et l'anoïkose entérocytaire 
humaine impliquent des mécanismes distincts selon l'état de différenciation. 
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Figure 4. L'axe crypte-villosité. 
L'axe est divisé en deux parties, soit la villosité, où on retrouve les cellules 
différenciées et matures, et la crypte, où on retrouve les cellules souches, les cellules filles 
progénitrices et les cellules en voie de différenciation. Les cellules en voie de 
différenciation migrent de façon ascendante le long de l'axe, et lorsqu'elles atteignent 
l'apex de la villosité, elles meurent par anoïkose et sont exfoliées dans la lumière 
intestinale. Dans nos expérimentations, les entérocytes différenciés de la villosité sont 
représentés par les Caco-2/15 et les cellules souches indifférenciées de la crypte sont 
représentées par les cellules HIEC-6. 
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L'apoptose survenant chez les entérocytes différenciés de l'apex de la villosité 
constitue un phénomène normal faisant partie du renouvellement de l'épithélium, tandis 
que l'apoptose survenant chez les cellules indifférenciées de la crypte représente un 
processus plutôt rare servant à détruire les cellules défectueuses ou anormales (Potten et al, 
1997; Ménard et al, 2005). Ainsi, il est normal d'observer que les cellules épithéliales 
intestinales indifférenciées sont moins susceptibles à l'apoptose/anoïkose que les cellules 
différenciées (Gauthier et al., 2001b; Harnois et al., 2004). Ces dernières, en effet, exhibent 
une dégradation de l'ADN internucléosomique de façon significativement plus rapide que 
les cellules indifférenciées lors de l'induction de l'anoïkose (Vachon et al., 2002). 
La SAPK p38 est essentielle au bourgeonnement membranaire, à la dégradation de 
l'ADN internucléosomique et à l'activation des caspases, ce qui en fait un des effecteurs 
important dans le processus d'apoptose (Vachon et al., 2002). Il existe quatre isoformes de 
p38 (p38a, p38(3, p38y et p388) et il a été démontré que p38(3 était nécessaire à l'induction 
de l'apoptose chez les cellules épithéliales intestinales indifférenciées, alors que p38ô joue 
ce rôle chez les cellules différenciées (Vachon et al., 2002). 
De plus, il y a des distinctions au niveau des voies de signalisation de survie 
impliquées selon l'état de différenciation (figure5). La voie MEK/Erk n'est pas requise 
pour la survie des cellules épithéliales intestinales indifférenciées, alors qu'elle est 
importante pour la survie des entérocytes différenciés (Gauthier et al., 2001a; Gauthier et 
al., 2001b; Harnois et al, 2004). La voie PI3-K/Akt est cruciale pour la survie autant chez 
les entérocytes indifférenciés que différenciés. Cependant, son inhibition induit un taux 
d'apoptose significativement plus élevé chez les cellules indifférenciées (Gauthier et al., 
2001a; Gauthier et al, 2001b; Harnois et al., 2004). Précisons que seul Akt-1 est important 
pour la survie des entérocytes humains puisqu'il a été démontré que Akt-2 était 
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indépendant de l'activation de la PI3-K et donc non requis pour la survie, peu importe l'état 
de différenciation (Dufour et al., 2004). Il y a aussi une distinction selon l'état de 
différenciation au niveau de l'engagement de la voie PI3-K/Akt. Cette dernière est en effet 
engagée dépendamment de Src chez les cellules indifférenciées alors qu'elle est engagée 
indépendamment de Src chez les entérocytes différenciés (Bouchard et al., 2007; Bouchard 
et al., 2008). Également, l'expression des homologues Bcl-2 est différentielle selon l'état 
de différenciation et la régulation des homologues Bcl-2 se fait de façon distincte par les 
voies PI3-K/Akt et MEK/Erk, selon l'état de différenciation (Vachon et al., 2000; Vachon 
et al., 2001; Ménard et al., 2005). 
Il a aussi été observé qu'il existait une modulation différentielle des niveaux relatifs 
d'activation de Fak, Akt-1 et de Erkl/Erk-2 au cours de la différenciation entérocytaire, 
suggérant ainsi des rôles distincts de chacune de ces voies selon l'état de différenciation 
(Dufour et al., 2004; Gauthier et al., 2001a; Gauthier et ai, 2001b; Harnois et al., 2004). 
Dans notre laboratoire, nous avons déterminé l'implication des sous-unités pi et (34 
dans la survie chez les cellules épithéliales intestinales humaines. Grâce à des essais 
TUNEL in situ, effectués chez les trois modèles cellulaires ; les cellules indifférenciées 
HEEC et Caco-2/25 -2PC (2 jours avant la confluence) et les cellules différenciées Caco-
2/15 30PC (30 jours après l'atteinte de la confluence), nous avons observé une induction 
significative d'apoptose lors de l'inhibition, à l'aide d'un anticorps bloquant, de la sous-
unité pi des intégrines. 
À l'aide également d'un anticorps bloquant spécifique à la sous-unité (34 des 
intégrines, nous avons observé une induction significative d'apoptose uniquement dans les 
cellules différenciées. Ainsi, l'implication des sous-unités pi et P4 des intégrines exerce 
des rôles distincts dans la survie cellulaire selon l'état de différenciation. 
Figure 5. Distinction selon l'état de différenciation de la signalisation de survie induite 
par les intégrines. 
Dans la voie de signalisation intégrine (31-Fak, la voie PI3-K/Akt-l antagonise p38p 
chez les entérocytes indifférenciés tandis qu'elle antagonise p38Ô chez les entérocytes 
différenciés. Aussi, chez les cellules indifférenciées, la voie Mek/Erk est non-requise pour 
la survie et la voie PI3-K/Akt est Src-dépendante. Chez les cellules différenciées, la voie 
PI3-K/Akt est Src-indépendante et la voie Mek/Erk est requise pour la survie. Adapté de : 
Vachon, 2006 et Bouchard et al., 2007. 
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4. Inhibition de l'expression de protéines 
4.1 Les shARNs 
Les petits ARN en épingle à cheveux, désignés shARNs sont un moyen efficace 
d'inhiber l'expression d'une protéine de manière spécifique. Il s'agit d'ARN doubles brins 
qui sont reconnus par la protéine Dicer, une ribonucléase III, qui coupe ces ARNs en petits 
ARNs interférents (siARN) d'environ 21 à 23 paires de bases. Les si ARN sont ensuite 
reconnus par un complexe protéique appelé RISC «RNA-induced silencing complex» qui 
sépare les deux brins d'ARN puis cet ARN est présenté aux ARNm. S'il y a association 
avec un ARNm complémentaire, cet ARN doubles brins est dégradé ou il y a arrêt de sa 
traduction (Leung et Whittaken, 2005; Schopman et al., 2010). Les shARNs sont un moyen 
d'intégrer dans les cellules un ARN interférant contre une protéine d'intérêt. Ils consistent 
en des séquences d'ARNs complémentaires séparées par un segment «loop» permettant la 
formation d'une boucle lorsque les deux séquences d'ARN complémentaire interagissent. 
Ces ARNs en épingle à cheveux sont intégrés dans un vecteur contenant un promoteur 
reconnu par l'ARN polymérase III. Ce vecteur est ensuite introduit dans un virus 
permettent une intégration du plasmide plus efficace qu'une simple transfection. Dans notre 
cas, les lentivirus ont été utilisés. Une fois transcrit, l'ARN produit se replie et est reconnu 
par la protéine Dicer qui coupe la boucle, laissant ainsi un petit ARN interférant (siARN) 
(Leung et Whittaken, 2005; Schopman et al., 2010). 
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5. Hypothèse et objectifs 
Considérant que 1) Les rôles d'une intégrine spécifique sont distincts selon le type 
cellulaire; 2) L'expression des sous-unités des intégrines est différentielle le long de l'axe 
crypte-villosité; 3) La promotion de la survie/suppression de l'anoïkose par les intégrines 
(a)Pl implique des distinctions de signalisation selon l'état de différenciation; 4) Les 
intégrines (a)pl et a6p4 exercent des rôles distincts dans la survie/suppression de 
l'anoïkose entérocytaire selon l'état de différenciation; 5) La survie, l'apoptose et 
l'anoïkose entérocytaire impliquent des mécanismes distincts selon l'état de différenciation; 
l'hypothèse poposée est que des sous-unités a des intégrines sont impliquées de façon 
différentielle dans la survie entérocytaire humaine, selon l'état de différenciation. Afin de 
vérifier cette hypothèse, les objectifs spécifiques à ce projet de recherche ont été les 
suivants : 
1) Déterminer les profils d'expression des différentes sous-unités a des intégrines 
selon l'état de différenciation; 
2) Déterminer l'implication des différentes sous-unités a des intégrines dans la 
survie cellulaire selon l'état de différenciation à l'aide d'anticorps bloquants; 
3) Déterminer l'implication des différentes sous-unités a des intégrines dans la 
survie cellulaire selon l'état de différenciation à l'aide de shARNs; 
4) Déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans la survie cellulaire 
selon l'état de différenciation. 
II - MATÉRIELS ET MÉTHODES 
1. Culture Cellulaire 
1.1 Cellules HIEC 
Les cellules HIEC-6 (Perreault et Beaulieu, 1996) nous ont été gracieusement données 
par le Dr. Jean-François Beaulieu (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Qc). Les HIEC 
sont des cellules normales de la crypte intestinale qui arrêtent de proliférer suite à l'atteinte 
de la confluence, mais qui n'entament pas de processus de différenciation entérocytaire 
(Perreault et Beaulieu, 1996; Pageot et ai, 2000). Les cellules HIEC ont été cultivées dans 
le milieu de culture Opti-MEM «Optimum modified Eagle médium»; (Gibco BRL, 
Burlington, ON), supplémenté de 5% (v/v) de sérum de bovin fœtal (FBS) (Wisent 
Bioproducts, St-Bruno, QC), de 4 mM de glutamine (Gibco BRL), de 10 mM HEPES «N-
2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethane Sulfonic Acid» (Gibco BRL), d'antibiotiques (100 
U/ml de pénicilline et 100 (xg/ml de streptomycine) (Gibco BRL), de 0,2 U/ml d'insuline 
(Novo Nordisk Canada Inc., Mississauga, ON) et 5 ng/ml d'EGF (BD Biosciences, 
Bedford, MA). Les cellules ont été incubées à 37°C sous une atmosphère humide composée 
de 95% d'air et de 5% de CO2. Le milieu était changé à toutes les 48 heures jusqu'à ce que 
les cellules atteignent la confluence. Les cellules ont été ensuite utilisées à ce stade de 
culture pour nos expériences. 
1.2 Cellules Caco-2/15 
La lignée cellulaire Caco-2/15 (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et al,. 1992), qui 
nous a également été donnée par le Dr. Jean-François Beaulieu (Université de Sherbrooke), 
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est un clone qui provient de la lignée parentale Caco-2 (HTB-37; American Type Culture 
Collection, Rockville, MD). Cette lignée parentale dérive d'un adénocarcinome de côlon 
humain (Pinto et al., 1983). Les cellules Caco-2/15 cessent de proliférer à l'atteinte de la 
confluence et entament alors un processus de différenciation entérocytaire qui se complète 
après 20-30 jours (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et al,. 1992; Pageot et ai, 2000). De 
ce fait, les cellules Caco-2/15 différenciées exhibent toutes les caractéristiques 
fonctionnelles et morphologiques d'entérocytes villositaires, incluant au niveau du 
transcriptome (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et al,. 1992; Pageot et al., 2000). Les 
cellules Caco-2/15 ont été cultivées dans le milieu de culture DMEM «Dulbecco Modified 
Eagles's Médium» (Gibco BRL) supplémenté de 10% (v/v) de FBS (Wisent Bioproducts), 
de 4 mM de glutamine (Gibco BRL), de 10 mM HEPES (Gibco BRL) et d'antibiotiques 
(100 U/ml de pénicilline et 100 (ag/ml de streptomycine) (Gibco BRL). Les cellules ont été 
incubées à 37°C sous une atmosphère humide composée de 95% d'air et de 5% de CO2. Le 
milieu était changé à toutes les 48 heures jusqu'au niveau de confluence désiré, soit 70% 
pour les Caco-2/15 indifférenciées (-2 jours post-confluence (-2PC)) et 30 jours post-
confluence (30PC) pour les Caco-2/15 différenciées. 
1.3 Cellules HEK 293T 
Les cellules HEK «Human embryonic kidney» 293T sont des cellules de rein 
embryonnaire humain (Graham et al., 1977) . Ces cellules nous ont gracieusement été 
fournies par le Dr. Dominique Jean (Université de Sherbrooke). Leurs conditions de culture 
étaient identiques aux cellules Caco-2/15. Les cellules HEK 293T ont servi à la production 
lentivirale uniquement. 
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2. Essais d'inhibition des fonctions d'adhésion des intégrines 
Dans le but d'identifier quelles sous-unités a des intégrines sont impliquées dans la 
survie des différents modèles entérocytaires utilisés (HIEC-6, Caco-2/15 indifférenciées (-
2PC) et Caco-2/15 différenciées (30PC)), nous avons utilisé différents anticorps bloquants 
contre les sous-unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines afin d'inhiber leurs fonctions 
d'adhésion, ainsi que leurs fonctions de signalisation (voir section suivante). Le protocole 
d'utilisation pour les différents anticorps bloquants a déjà été établi dans notre laboratoire 
(Gauthier et al., 2001b). Les anticorps bloquants utilisés ont été ajoutés à un milieu sans 
sérum (sans EGF, ni insuline), préchauffé à 37°C. Les cellules ont été préalablement 
rincées 2 fois avec du milieu sans sérum afin d'enlever les constituants déposés provenant 
du sérum. Finalement, le milieu sans sérum contenant les anticorps bloquants a été utilisé 
pour remplacer le milieu standard de culture. La durée des traitements a été de 48 heures. 
Le contrôle utilisé est 50 mg d'IgG de souris (Sigma Aldrich, St-Louis, MI). 
2.1 Anticorps bloquants utilisés 
Tout les anticorps bloquants utilisés provenaient de la compagnie Millipore 
(Billerica, MA). Les anticorps bloquants utilisés ici étaient : P1E6 /Mabl950, dirigé contre 
la sous-unité a2 (Sawhney et al., 2006); PlB5/Mabl952Z, dirigé contre la sous-unité a3 
(Nam et al., 2003), P1D6 /Mabl956Z, dirigé contre la sous-unité a5 (Kim et al., 2002); et 
NKI-GoH3/Mabl378 dirigé contre la sous-unité a6 (Dydensborg et al., 2009). Tous ces 
anticorps étaient monoclonaux produits chez la souris, à l'exception de NKI-
GoH3/Mabl378 qui était un anticorps monoclonal produit chez le rat (voir Tableau 1). 
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Tableau 1. Anticorps bloquants utilisés 
Anticorps bloquants 
Sous-unités a des 
intégrines inhibées 
Concentration 
utilisée 
Fournisseur 
Clone P1E6 a2 100 jxg/ml Millipore 
Clone P1B5 a3 100 jxg/ml Millipore 
Clone P1D6 a5 100 (ig/ml Millipore 
Clone NKI-GoH3 a6 100 (ag/rnl Millipore 
3. Inhibition de l'expression des intégrines par shARNs 
3.1 Production des shARNs 
Dans le but d'identifier quelles sous-unités a des intégrines sont impliquées dans la 
survie chez les cellules cryptales humaines (cellules HIEC), nous avons utilisés différents 
shARNs dirigés contre les sous-unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines pour inhiber 
l'expression de celles-ci. Le moyen pour délivrer les différents shARNs a été la 
transduction lentivirale. 
3.1.1 Génération des séquences des shARNs 
Les séquences des shARNs contre les sous-unités des intégrines ont été générées 
grâce à l'outil bio-information «MISSION® shRNA Lentiviral Transduction Particles» de 
la compagnie Sigma-Aldrich (St-Louis, MI). Ce site procure des séquences de shARNs 
contre chacune des sous-unités a des intégrines d'intérêt ici. Elles ont été conçues à partir 
de l'ARNm de chaque sous-unités a (homo sapiens) d'intérêt, correspondant aux numéros 
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d'accession NCBI «National Center for Biotechnology Information» NM_002203 pour la 
sous-unité a2, NM_002204 pour la sous-unité a3, NM_002205 pour la sous-unité a5 et 
NM_000210 pour la sous-unité a6. Sur le site Web de la compagnie Sigma-Aldrich, le 
groupe des shARNs pour la sous-unité a2 des intégrines est le SHVRS-NM_002203; pour 
la sous-unité a3, le SHVRS-NM_002204; pour la sous-unité a5, le SHVRS-NM_002205; 
et pour la sous-unité a6, le SHVRS-NM_000210. Deux à trois séquences ont été retenues 
pour chacune des sous-unités a des intégrines d'intérêt et le numéro spécifique de chacun 
des shARNs choisis sont inscrits dans les tableaux 2-5. Les oligonucléotides ont été générés 
par la compagnie IDT «Integrated DNA Technologies, Inc.» (Coralville, IA, USA) et 
clonés dans le vecteur pLentiNeoHl tel que montré aux tableaux 2-5. Le vecteur lentiviral 
d'expression shARN originale pLenti6-U6 a été construit en clonant le promoteur du 
vecteur pSilencer 2.0-U6 (Ambion, Austin, TX) dans le vecteur pLenti6/V5-D-TOPO 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Ensuite, le gène blasticidine du plasmide à été substitué par le 
gène Néo et le promoteur U6 a été substitué par le promoteur Hl. Le vecteur pLentiNeoHl 
nous a été généré par le Dr. Dominique Jean (Université de Sherbrooke). 
Les séquences de chacun des shARNs possèdent plusieurs sections. Tout d'abord, il 
y a des sites appelés «Linker» qui se trouvent à chaque extrémité et qui correspondent aux 
sites de clonage BamHI et Xhol. Il y a aussi une séquence de type «Loop» qui permet de 
former la boucle reconnue par l'enzyme Dicer. Une fois l'ARN produit, il se replie et est 
reconnu par la protéine Dicer qui couple la boucle du shARN, formant ainsi un petit ARN 
d'interférence (siARN) (Leung et Whittaker, 2005). La séquence «loop» se trouve au centre 
des deux séquences sens et antisense des shARNs. Ces deux séquences complémentaires 
permettent le repliement de la séquence totale afin de former le shARN fonctionnel. On 
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retrouve également le site de terminaison de l'ARN polymérase III, qui permet l'arrêt de la 
transcription (Voir tableaux 2-5). 
sholl (TRCNOOOOOS7728) 
Brin codant 
Licka Séquence sense Loop 
S'-GATCCG CACAAAGTATTCCCAGAA TTCAAGAGA 
Séquence antisense RNA Pol in T ennmator Linker 
TTCTGGGAATACTTTGTGCGGG TTTTTT GGMC-3' 
lioker 
5'-TCGAGTTCC 
RNA Poi m Temmator 
AAAAAA 
Séquence anlisense Loop 
CCGCACAAAGTATTCCCAGAA TCTCTTGAA 
Séquence sense 
TTCTGGAATACTTTGTG CG-3' 
sha2-2 (TRCN0000057729) 
Brin codant 
Linker Séquence sense Loop 
5'-GATCCG TCCTTCAAGTGAACAGTT TTCAAGAGA 
Séquence antisense RNA Pol Œ Temmator linker 
AACTGTTCACTTGAAGGACCG TTTTTT GGAAC-3' 
Brin complémentage 
Linker 
S'-TCGAGTTCC 
RNA Pol in Temmator 
AAAAAA 
Séquence antisense Loop 
CGGTCCTTCAAGTGAACAGTT TCTCTTGAA 
Séquence sense 
AACTGTTCACTTGAAGGA CG-3' 
sha2.3 (TRCNOOOOOS 7730) 
Brin codant 
Linker Séquence sense Loop 
5'-GATCCG TGGTGACATCAGTTGTAAT TTCAAGAGA 
Séquence antisense 
ATTACAACTGATGTCACCAGC 
RNA Pol El Temmator 
TTTTTT 
Linker 
GGMC-3' 
Linker RNA Pol III Temmator Séquence antisense Loop 
S'-TCGAGTTCC AAAAAA GCTGGTGACATCAGTTGTAAT TCTCTTGAA 
Séquence sense 
ATTACAACTGATGTCACCA CG-3' 
sha3-l (TRCN0000057713) 
Brin codant 
Linker Séqnencesense Loop 
5'-GATCCG CGGATGAACATCACAGTGA TTCAAGAGA 
Séqnence aotbeose 
ÏÏTCACTGTGATGnCATCCG 
RMPoIfflTennnator 
nrirr 
Lioker 
GGAAC-3' 
Btipcompfaaertaire 
Lioker RNA Pol 01 Tennioator 
5'-TCGAGTTCC AAAAAA 
Séqnence artistes? Loop 
CGGATGAACATCACAGTGAAA TCTCTTGAA 
Séqnencesense 
TCACTGTGATGÏÏCATCCG CG-3' 
sha3.2 (TRCN0000057714) 
Bib codant 
Lioker Séquence sense Loop 
5' GATCCG CCTCTATAnGGGTACACG ÏÏCAAGAGA 
Séquence anbsense 
ATCGTGTACCCAATATAGAGG 
RNA Pol HI Temnator 
rrrrrr 
Linker 
GGAAC-3' 
Bric complémentaire 
Linker RNAPoUDTemiiator 
5'-TCGAGÏÏCC AAAAAA 
Séquence aobsense Loop 
CCTCTATAnGGGTACACGAT TCTCTTGAA 
Séqnencesense 
CGTGTACCCAATATAGAGGCG-3' 
$ha3.3 (TRCN0000057715) 
Brio codant 
Linker Séqnence sense Loop 
5'-GATCCG GACCTCGCTTAGCATGGTA ÏÏCAAGAGA 
Séquence antisense 
TÏÏACCATGCTAAGCGAGGTC 
RNAPolDITemmatof 
TTTÏÏT 
Linker 
GGAAC-3' 
Brin complémentaire 
Linker RNA Pol ID Tennirator 
5'-TCGAGÏÏCC AAAAAA 
Séqnence aottseose Loop 
GACCTCGCÏÏAGCATGGTAAA TCTCTTGAA 
Séqnencesense 
TACCATGCTAAGCGAGGTCCG-3' 
Ml (TRCN0000029650) 
Biio codmt 
Lioker Séqnence sense Loop Séquence anlisense RNA Pd M Termioator Lioker 
5-GATCCG CCACAGATAACTTCACCCGAA ÏÏCAAGAGA ÏÏCGGGTGAAGÏÏATCTGTGG ÏÏTTTT GGAAC-3' 
BmcompiéDQËaire 
Lioker RNA Pol M Temâiator Séquence adisense Loop Séquence sense 
5'-TCGAGTTCC AAAAAA CCACAGATAACTTCACCCGAA TCTCÏÏGAA ÏÏCGGGTGAAGÏÏATCTGTCCG-3' 
sha5.2 (TRCN0000029653) 
Bmcodsmt 
Liker Séquence sense Loop Séquence anhsense RNAPdlTemÉïor Lioker 
5-GATCCG CCTATATGTGACCAGAGÏÏ ÏÏCAAGAGA AACTCTGGTCACATATAGGAG ITITIT GGAAC-3' 
Brio complémeiÉsre 
IiÉer RNA Pol M TcmÉiatof Séqnence aobsease Loop Séquence sense 
5-TCGAGÏÏCC AAAAAA CTCCTATATGTGACCAGAGÏÏ TCTCÏÏGAA ACCTCTGGTCACATATAGGCG-3' 
sha6.1 (TRCN000005773) 
Bna codant 
Lioker Séqoence sease Loop Séquence aotiseose RNAPoilQTenniDator Lioker 
5'-GATCCG TCTCAGAnCAGTAAaAT TTCAAGAGA ATAGÏÏAaGAATCTGAGAGG IT1T1T GGAAC-3' 
BrinconçlétDeniaire 
Lioker RNAPdIQTenDiDator Séquence aotiseose Loop Séquence seose 
5'-TCGAGITCC AAAAAA CCTCTCAGATTCAGTAACTAT TCTCTTGAA ATAGÏÏACTGAATaGAGA CG-3' 
shfl6.2 (TRCN000005774) 
Brio codant 
Ljofcer Sêqnence sease Loop Séquence aotiseose RNAPolIIITenaoator Lioker 
5'-GATCCG AGAAGGAAATCAAGACAAA ÏÏCAAGAGA rrrGTCÏÏGATÏÏCCTTCTCG 1T1T1T GGAAC-3' 
Brin complémentaire 
Lioker RNA Pol ni Tenninatar Séquence aotiseose Loop Séquence seose 
5'-TCGAGTTCC AAAAAA CGAGAAGGAAATCAAGACAAA TCTOTGAA TTTGTCÏÏGAÏÏTCCïïa CG-3' 
sha6.3 (TRCN000005775) 
Brin codai 
Lioker Séqpeoce seose Loop Séquence aotiseose RNA Pol m TemÉtator Lioker 
5'GATCCG GATCGAGITTGATAACGAT ÏÏCAAGAGA ATCGÏÏATCAAAaCGATCCG ITiTl'l GGAAC-3' 
Brio complémentaire 
Lioker RNAPolIIlTenninator Séquence aotiseose Loop Séquence seose 
5'-TCGAGTTCC AAAAAA CGGATCGAGÏÏTGATAACGAT TaCÏÏGAA ATCGÏÏATCAAAaCGATC CG-3' 
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3.1.2 Production des plasmides codants pour les shARNs 
L'appariement des oligonucléotides a été réalisé dans un tampon d'appariement 
contenant 100 mM de Tris-HCl pH 8,0 (BIO-RAD Laboratories Ltd, Mississauga, ON), 1 
M de NaCl (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ) et 10 mM d'EDTA pH 8,0 (Sigma). Nous 
avons utilisé une concentration finale d'ADN double brin à 50 mM, les oligonucléotides 
étant concentrés à 100 (iM. La réaction a été débutée par une incubation de 10 min. à 65°C, 
puis le tube a été placé à la température pièce (T°P) pour 2h. Parallèlement, 3 |ig de vecteur 
pLentiNeoHl ont été digérés à l'aide des enzymes de restriction BamHI et Xhol (New 
England Biolabs, Ipswish, MA) durant 3h à 37°C. Le vecteur pLentiNeoHl a été ensuite 
purifié, afin d'éliminer le fragment originalement situé entre les sites BamHI et Xhol (46 
pb), à l'aide d'une colonne de purification «QIAquick PCR Purification Kit» (Qiagen, 
Mississauga, ON), selon le protocole établi par la compagnie. Le vecteur pLentiNeoHl a 
ensuite été précipité durant un maximum de 30 min. avec 1/10 du volume d'acétate de 
sodium 3M pH 5,2 (Sigma), 1 (ig de glycogène (Sigma) et 3 fois le volume de la réaction 
d'éthanol (Les alcools de commerce, Montréal, Qc) 100% froid. L'ADN a été centrifugé 
(microcentrifugeuse Micromax; IEC) pendant 30 min. à T°P à 1500 rpm. Le vecteur 
pLentineoHl a ensuite été resuspendu dans 10 p.1 de Tris-HCl 10 mM pH 7,5 (BIO-RAD). 
Les oligonucléotides appariés doubles brins et le vecteur pLentiNeoHl digéré ont ensuite 
été ligués par la T4 DNA ligase (New England Biolabs) durant toute la nuit à 16°C. 
Finalement, le clonage a été réalisé dans la lignée bactérienne DHlOp, car cette lignée 
permet un taux de recombinaison faible, ce qui est essentiel pour la production des 
lentivirus. 
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3.1.3 Production de lentivirus 
Afin de produire les lentivirus exprimant les shARNs contre les sous-unités a des 
intégrines, des cellules HEK 293T ont été ensemencées à une dilution de 1/5 pour un pétri 
de 100 mm. Après une incubation de 24 h à 37°C, les cellules ont été transfectées à l'aide 
de la lipofectamine™ 2000 (Invitrogen Canada Inc, Burlington, ON) en utilisant 7,5 |ag des 
vecteurs pLentiNeoHl contenant les shARNs ainsi que 7,5 jo.g de chacun des trois vecteurs 
d'expression commerciaux pLpl, pLp2 et pLp-VsVg (Invitrogen). Ces trois vecteurs 
fournissent les protéines de réplication et structurales qui sont requises pour la production 
de virus fonctionnels. Les ADNs et la lipofectamine ont été préalablement incubés 
ensemble dans du milieu Opti-MEM durant 30 min. Ensuite, les ADNs et la lipofectamine 
on été mis directement dans le pétri avec 6 ml de milieu DMEM frais. Trois heures après la 
transfection, le milieu a été remplacé par 7 ml de milieu DMEM supplémenté de 10% FBS, 
suivi d'une incubation de 48h à 37°C. Finalement, les virus ont été récoltés en prélevant le 
milieu de culture à l'aide d'une seringue de 10 ml, passés à travers un filtre de 0,45 |im. La 
suspension de virus a été congelée à -80°C sous forme d'aliquots de soit 1 ou 6 ml. 
4. Infection des cellules HIEC avec les lentivirus porteurs des shARNs 
Les infections lentivirales ont été effectuées uniquement chez les cellules HIEC. 
L'infection a été réalisée chez des cellules à environ 75% de confluence dans des pétris de 
100 mm (Corning, lowell, MA). La suspension de lentivirus ont été décongelés rapidement 
à 37°C, puis du polybrène (Sigma) a été ajouté à une concentration finale de 4 jig/ml durant 
un maximum de 5 min. Il faut ensuite retirer le milieu de culture des cellules à infecter et y 
ajouter 2 ml de virus avec polybrène (2 ml par pétri de 100 mm (Corning)). Après une 
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incubation de 2 h à 37°C, 4 ml de milieu de culture frais ont été ajoutés aux 2 ml déjà 
présent, suivi d'une incubation de 48h toujours à 37°C. Dépendamment des shARNs 
utilisés, le milieu des cellules a été remplacé soit par du milieu comlet et ce, pour une 
période de 48 h, soit par un milieu de traitement sans sérum (sans EGF, ni insuline). Le 
traitement sans sérum a été effectué pour une période de 24h pour tous les shARNs utilisés. 
Les infections effectuées avec le pLenti-GFP indiquent une efficacité constante de 70% 
chez les cellules H1EC après 5 jours post-infection (déterminé par essai TUNEL in situ). 
5. Mise en évidence de l'apoptose par essai TUNEL in situ 
L'essai TUNEL in situ « Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP mediated 
Nick End Labelling » est une technique permettant la détection de la dégradation de l'ADN 
internucléosomique au sein de cellules individuelles (Loo et al., 1998). La technique 
consiste à marquer l'extrémité 3'-OH des fragments d'ADN avec un nucléotide (dUTP) 
couplé à la dioxigénine. Le nucléotide est ajouté par une réaction enzymatique catalysée par 
la «Terminal Deoxynucleotidyl Transferase» (TdT). Le marquage des fragments d'ADN 
peut être visualisé au microscope à fluorescence par l'utilisation d'un anticorps anti-
dioxigénine couplé à la fluorescéine isothiocyanate (FITC) ou à la Rhodamine. L'essai 
TUNEL in situ a été effectué selon une version modifiée (Gauthier et al., 2001; Vachon et 
al., 2002; Harnois et al., 2004; Dufour et al., 2004, Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 
2008; Demers et al., 2009) du protocole fournit avec le «ApopTag fluorescein in situ 
Apoptosis détection kit» (Millipore). Pour cette expérience, les cellules ont été cultivées et 
traitées sur des lamelles de verre de 12 mm (Fisher). Les cellules ont d'abord été fixées 
dans une solution de 2% (v/v) de formaldéhyde (Sigma)/tampon phosphate (0,2 M 
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Na2HPC>4 pH 7,4) (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) pendant 45 min. à 4°C. La fixation se 
déroule directement dans les puits de plaques à 12 ou 24 puits (Falcon, Los Angeles, CA) 
dans lesquelles les cellules ont été cultivées. Les lamelles ont ensuite été transférées sur des 
lames de microscope dans une chambre humide et lavées 2 fois avec du PBS (137 mM 
NaCl (Fisher), 2,7 mM KC1 (Sigma), 1,5 mM KH2PO4 (J. T. Baker) et 5,2 mM Na2HPC>4 
(J. T. Baker)) pendant 5 min. Ensuite, une solution de «quenching», PBS-glycine (Roche, 
Mannheim, Germany) (150 mM pH 7,2) a été ajoutée pendant 15 min. à T°P et 2 autres 
lavages au PBS de 5 min ont été faits ensuite. Les cellules ont été perméabilisées avec une 
solution de 0,1% PBS-Triton-X-100 (Roche) fraîche pendant 3 min. à T°P, puis lavées 2 
fois au PBS 5 min. Les sites non spécifiques ont ensuite été bloqués avec une solution de 
10% (m/v) de lait écrémé en poudre (Blotto) (Carnation, Nestlé, North York, ON) 
contenant 0,05% (m/v) d'azoture de sodium (Sigma) qui a été préalablement centrifugée, 
puis les lamelles ont été chacune transférées sur d'autres lames pour être équilibrées dans 
du tampon d'équilibration (Trousse de détection de l'apoptose, Millipore) pendant 5 min. à 
T°P. La réaction a alors été amorcée par l'ajout de la solution enzymatique (TdT diluée 2,4 
fois dans le tampon de réaction (Trousse de détection de l'apoptose, Millipore)) pré-
incubée pendant 15 min. à 37°. La réaction a été incubée à 37°C pendant lh. La réaction a 
été terminée par l'incubation des lamelles dans le tampon d'arrêt (dilution 1:34 dans l'eau) 
pendant 10 min. à T°P. Par la suite à 2 lavages au PBS de 5 min. ont été effectués et les 
lamelles ont été bloquées pendant 15 min. à T°P dans la solution de Blotto 10% avec 
azoture de sodium. Les lamelles ont été incubées avec l'anticorps anti-dioxigénine couplée 
à la fluorescéine ou la rhodamine (diluée 2,13 fois dans la solution de blocage) pour une 
période de 45 min. à T°P, toujours dans la chambre humide. Si l'anticorps est couplé à la 
fluorescéine, les lamelles sont à nouveau lavées 2 fois dans le PBS 5 min, colorées dans 
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une solution de 0,01% Bleu d'Evans (Sigma-Aldrich) pendant 30 sec, mais si l'anticorps a 
été couplé à la rhodamine il faut passer directement à la solution DAPI. Les lamelles ont été 
incubées dans une solution de DAPI (Sigma-Aldrich) (dilution 1:50 000 d'une solution 10 
mg/ml) pendant 5 min. puis soumises à nouveau à 2 lavages de PBS, mais cette fois-ci, 
pendant 10 min. Finalement, les lamelles ont été montées dans une solution de glycérol-
PBS 9:1 contenant 0,1 % de paraphénylène diamine (Sigma-Aldrich), puis observées à 
l'aide d'un microscope Leica DM-RxA (Leica, St-Laurent, Qc). Les comptes de cellules 
apoptotiques et de cellules totales ont été évalués (5 champs visuels différents par lamelle). 
Les pourcentages de cellules apoptotiques ont été compilés ([nombre de cellules 
apoptotiques/nombre de cellules totales] X 100). Finalement, les index relatifs d'apoptose 
ont été évalués ([% de cellules apoptotiques du traitement/% de cellules apoptotiques si Ctrl 
SS] X 100%) (% du contrôle). Chaque résultat représente la moyenne ± SEM («standard 
error from the mean») pour chaque type cellulaire pour au moins 3 expériences distinctes (n 
>3). 
6. Évaluation de la transcription 
6.1 Extraction de l'ARN 
Le TRIzol (Invitrogen) est une solution monophasique contenant du phénol ainsi 
que de la guanidine thiocyanate permettant l'isolement d'ADNs, d'ARNs et de protéines 
(Chomczynski et Sacchi, 1987). Après le retrait d'environ la moitié du milieu (pétri de 100 
mm (Corning)), celui-ci à été récupéré dans un tube de 15 ml (Falcon), les cellules ont été 
grattées dans le milieu restant et ensuite récupérées dans le même tube. Les cellules ont été 
centrifugées dans une centrifugeuse Centra CL3R (International Equipement Compagny 
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(ŒC), Needham Height, MA) à 1500 X g durant 5 min à 4°C. Elles ont été ensuite lavées à 
deux reprises avec du PBS. Pour chaque pétri de 100 mm de cellules HIEC, 0,8 ml de la 
solution TRIzol a été utilisée. Les échantillons ont été incubés pendant 3 min. à T°P après 
avoir été bien resuspendus dans la solution. Ensuite, 160 (il d'une solution de chloroforme : 
alcool isoamylique (24 :1) ont été ajoutés, agitée vigoureusement et incubée durant 5 min. à 
T°P. Ceci permet la dissociation complète des complexes nucléoprotéiques. À partir de 
cette étape, il est important de toujours conserver les microtubes sur glace. Les échantillons 
ont été centrifugés à 15000 rpm durant 10 min. à 4°C (Microcenfrifugeuse Micromax; ŒC) 
afin de permettre la séparation en trois phases : la phase supérieure étant la phase aqueuse 
contenant les ARNs totaux, l'interphase contenant les protéines et la phase inférieure 
organique rose contenant les ADNs. La phase aqueuse a été recueillie et transférée dans un 
autre microtube stérile. Les ARNs ont été précipités avec 0,5 ml d'isopropanol durant 10 
min. à la T°P puis centrifugés à 4°C durant 10 min. à 15000 rpm. Les surnagents ont été 
éliminés et les culots ont été lavés avec 1 ml d'éthanol 70% (Les alcools de commerce) 
pour être ensuite centrifugés à 15000 rpm durant 10 min. à 4°C. Les surnagents ont été 
éliminés et les culots ont été séchés à l'air libre durant 15 à 20 min. sur glace puis 
resuspendus dans 30 ni d'eau sans RNAse et dosés. 
6.2 Amplification en chaîne par polymérase par transcription inverse (RT-PCR) 
Les échantillons d'ARNs totaux ont été traités avec une transcriptase inverse AMV 
«Avian Myeloblastosis Virus» (Roche) afin d'obtenir les ADNcs nécessaires à 
l'amplification par PCR (MyCycler Thermal Cycler PCR, BIO-RAD). Un pré-traitement a 
été effectué afin de permettre aux oligonucléotides de mieux adhérer à l'ARN. 5 (xg 
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d'ARNs ont été utilisés pour la réaction de transcription inverse avec 1 |o.g d'oligos dT 
durant 15 min. à 70°C dans un volume final de 20 jal. Ensuite, la réaction a été terminée par 
une incubation de 3 min. à 4°C et les tubes ont été conservés sur glace pour la suite. Pour 
continuer, 0,1 mM de dNTP (Roche), ainsi que 6 p.1 du tampon de réaction AMV (Roche), 
3 |xl d'eau DEPC (diéthyle pyrocarbonate) et 1 (al de reverse transcriptase (1000U) (Roche) 
ont été ajoutés aux 20 (il déjà présent dans le microtube. Les échantillons ont été incubés à 
37°C pendant lh et ils ont été conservés à -20°C pour un maximum d'un mois. 
6.3 Amplification des échantillons PCR 
Les séquences des amorces pour les diverses sous-unités a des intégrines ont été 
fournies par le Dr. Jean-François Beaulieu. La longueur du fragment ainsi que les 
séquences des amorces sont indiquées dans le tableau 6. 
Tableau 6. Séquences des amorces pour les différentes sous-unités a des intégrines 
Protéines ciblées Amorces utilisées Tm Produits fcbsl 
sous-unité o2 5*-CAGCTGCAGAAATCAACAOC-3* 
5*-TCrcATCTGGATTTTIXjGTCA-3" 
59° 240 
sous-unité a3 A 5'-TATTOCTOOGAACCAGCATC-3' 
5'<XXnXXXKJTTAAAGAAGTCA-3' 
54° 342 
sous-unité a5 5'-AGAAGCAGAAGCXiACKKXÎTA-3 ' 
5'-CAGCTGAGG<TrGGAGAAGTT-3' 
59° 500 
sous-unité a6 5 '-GTXKK3ATATGCCTCCAGG'IT- 3' 
5'-TGTAGCCACAGGGTTTC("IX^3' 
59° 231 
actine 5'-TGAGGGGTCACOCACAGTGTGCCATCTA-3 ' 
5'-CTAGAAGCATnXXXîGTGGACGATGGAGGG-3' 
60° 694 
La réaction de PCR a été effectuée dans un volume total de 25 jil où l'on retrouve 4 
p.1 de la réaction de transcriptase inverse, 200 jiM de dNTPs (Roche), 0,2 jxM de l'amorce 
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en 3' et de l'amorce en 5', 5 U de Taq DNA Polymérase (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK), ainsi que 1 (il du tampon de Taq 5X (GE Healthcare) et le volume 
est complété avec de l'eau sans RNAse. Les conditions de la réaction de PCR sont 
résumées dans le tableau 7. 
Tableau 7. Informations relatives au PCR 
Nombre de cycles Température Temps 
Etapel: IX 94°C 1 min. 
Etape 2: 25x 94°C 30 sec. 
Tm 30 sec. 
72°C 45 sec. 
Etape 3: IX 72°C 10 min. 
6.4 Semi-quantification des bandes PCR 
L'intensité des bandes a été déterminée avec le logiciel Image J «Image Processing 
and Analysis in Java» (Image J 1.4 lo National Institutes of Health (NIH), MD) pour 
chaque sous-unité des intégrines et l'intensité a été évaluée en comparaison avec les bandes 
d'actine, en déterminant les aires totales sous la courbe. 
7. Analyse d'immunoprécipitation et d'immunobuvardage 
7.1 Solubilisation des protéines pour Western Blot 
Après le retrait d'environ la moitié du milieu (pétri de 100 mm (Corning)), celui-ci 
est récupéré dans un tube de 15 ml (Falcon), les cellules ont été grattées dans le milieu 
restant et ensuite récupérées dans le même tube. Les cellules ont été centrifugées à 15000 
rpm durant 5 min 4°C. Elles ont été ensuite lavées à deux reprises avec du PBS. Le culot de 
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cellules a été resuspendu dans 350 jil (cellules sous-confluentes) ou 700 ^1 (cellules 
confluentes) dans du tampon de solubilisation Laemmli (125 mM Tris-HCl pH 6.8 (BIO-
RAD), 0,23% de SDS (Sigma-Aldrich), 10% de glycérol (Sigma-Aldrich), 0,005% de bleu 
de bromophénol (Sigma-Aldrich) et 5% de (3-mercaptoéthanol (BIO-RAD)). Les 
échantillons ont été récupérés dans un microtube, soniqués sur glace (Ultrasonic processor; 
Mandel Scientific, St-Laurent, Qc) pendant 10 sec., puis chauffés à 100°C (Standard 
Heatblock; VWR Canlab, Ville Mont-Royal, Qc) pendant 5 min. Finalement, les débris 
cellulaires restants ont été éliminés suite à une centrifugation de 5 min. à 15000 rpm T°P et 
les surnageants ont été conservés à -80°C. 
7.2 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE « Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis » 
Suite au dosage selon soit la méthode de Lowry (Perterson, 1977) pour les 
échantillons solubilisé dans le tampon Laemmli, ou soit la méthode Pierce BCA («BCA™ 
Protein Assay Kit»; ThermoScientific, Waltham, MA) pour les échantillons solubilisés 
dans un le tampon RIPA (voir 7.4), 50 jxg de protéines ont été prélevés pour chaque 
échantillon. Les échantillons ont été chauffés à 100°C durant 5 min. et centrifugés avant 
d'être séparés sur un gel de polyacrylamide (BIO-RAD) 7.5%. Un marqueur de poids 
moléculaire coloré a également été déposé sur gel (7.2-212 KD Full range Rainbow, 
Amersham Biosciences). L'électrophorèse a été effectuée à 100 volts pendant l1/4-l,/2 h, 
dans un tampon d'électrophorèse composé de 25 mM Tris (BIO-RAD), 0,1% SDS et 192 
mM de glycine. Lorsque la migration est complétée, les protéines ont été soumises à un 
électrotransfert liquide (100V, 60-75 min) sur une membrane de nitrocellulose (Amersham 
Life Science, Piscataway, NJ) qui a été pré-incubée dans le tampon de transfert (25 mM 
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Tris (BIO-RAD)), 192 mM glycine (Roche) et 20% méthanol (EMD Biosciences Inc, 
Gibbstown, NJ). L'efficacité de transfert a été vérifiée par une coloration de la membrane 
au rouge de Ponceau 0,2% (Sigma-Aldrich). Les membranes ont ensuite été décolorées 
dans du PBS avec 3 lavages de 5 min. 
7.3 Immunodétection des protéines (Western Blot) 
Les membranes ont d'abord été saturées en protéines (blocage) grâce à une 
incubation durant toute la nuit dans une solution de Blotto 5% ou 10%, ou dans une 
solution de BSA 2% (Albumine de sérum bovin) (Sigma), dans le PBS/Tween-20 0,05% 
(BIO-RAD) avec 0,05% d'azoture de sodium (Sigma). Les membranes ont ensuite été 
incubées, selon l'anticorps utilisé (voir section 7.6.1), dans la solution d'anticorps primaire 
(diluée dans la même solution qu'utilisée pour le blocage), pour une période de 16 h à 4°C 
ou soit pour des périodes variant de 1 à 2 h à T°P, toujours en présence de 0,05% d'azoture 
de sodium. Ensuite, les membranes ont été soumises à 4 lavages de 10 min. sous agitation 
dans une solution de PBS-Tween-20 0,05% (BIO-RAD). Cette étape a été suivie d'une 
incubation de 1 h à T°P avec une solution de Blotto 10% sans azoture de sodium. Par la 
suite, les membranes ont été incubées 1 h à T°P avec la solution d'anticorps secondaire 
(voir section 7.6.2) couplé à la peroxydase HRP (horseradish peroxidase), dans le Blotto 
10% sans azoture de sodium. Les membranes ont alors été lavées 2 fois sous agitation 
durant 5 min. dans une solution de PBS/Tween-20 0, 05% et 2 fois avec du PBS, pour des 
périodes de 10 min. Les bandes immunoréactives ont finalement été révélées par des films 
«Hyper Film ECL» (Amersham Life Science), suite à l'ajout de la solution ECL (Enhanced 
chemiluminescence) (Amersham Life Science, Piscataway, NJ). 
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7.4 Solubilisation des protéines pour immunoprécipitation 
Une fois que la moitié du milieu (pétri de 100 mm (Corning)) ait été récupérée dans 
un tube de 15 ml (Falcon), les cellules ont été grattées dans le milieu restant pour être 
récupérées dans le même tube. Les cellules ont été centrifugées à 15000 rpm durant 5 min 
4°C. Elles ont été lavées à deux reprises avec du PBS et centrifugées de nouveau. Ensuite, 
nous avons ajouté 350 (il (cellules HIEC infectées), 500 pl (cellules sous-confluentes) ou 1 
ml (cellules confluentes) de tampon de solubilisation RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8,0 (BIO-
RAD), 150 mM NaCl (Fisher), 0,5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40 (Roche), 0,5% 
déoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich) et 0,1% SDS) contenant un cocktail d'inhibiteurs 
de phosphatases (100 pM de vanadate de sodium (Sigma-Aldrich), 1 mM PMSF (Sigma-
Aldrich)/isopropanol (Fisher), 0,5 pg/ml de leupeptine (Sigma-Aldrich), 0,5 ng/ml 
d'aprotinine (Sigma-Aldrich), 0,7 jxg/ml de pestatine (Sigma-Aldrich), 40 mM de (3-
glycérophosphate (Sigma-Aldrich) et 10 mM de p-NPP (Sigma-Aldrich)). Les échantillons 
ont été récupérés dans un microtube, lysés sur glace pendant 30 min. en mélangeant 
rapidement (instrument Vortex) aux 5 min. Les débris cellulaires ont été éliminés par 
centrifugation de 5 min. à 15000 rpm à 4°C. Les surnagents ont été conservés à -80°C. 
7.5 Immunoprécipitation 
La première étape consistait à laver les billes d'agarose (Sigma) qui étaient 
contenues dans un tampon salin. Nous avons utilisé environ 50 fj.1 de billes par échantillons 
qui ont été lavées à 3 reprises avec 500 (il de tampon RIPA non complet (50 mM Tris-HCl 
pH 8,0 (BIO-RAD), 150 mM NaCl (Fisher), 0,5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40 (Roche), 
0,5% déoxicholate de sodium (Sigma-Aldrich) et 0,1% SDS). Pour le reste de l'expérience, 
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il faut noter que le tampon RIPA utilisé était complet, donc qui contenait les composantes 
de base (décrites ci-haut) et le cocktail d'inhibiteurs (100 jiM de vanadate de sodium, 1 mM 
PMSF (Sigma-Aldrich)/isopropanol, 0,5 |ig/ml de leupeptine (Sigma-Aldrich), 0,5 (ig/ml 
d'aprotinine (Sigma-Aldrich), 0,7 ng/ml de pestatine (Sigma-Aldrich), 40 mM de J3-
glycérophosphate (Sigma-Aldrich) et 10 mM de p-NPP (Sigma-Aldrich)). Par la suite, 
l'anticorps qui reconnaît la protéine d'intérêt est fixé aux billes. Pour ce faire, nous avons 
ajouté 300 ni de tampon RIPA aux billes lavées ainsi que 1-4 pg d'anticorps (voir section 
7.6). Les échantillons ont alors été agités pendant 2h à T°P (Sarmix GM-1, Sarstedt, 
Montréal, QC). Les microtubes ont ensuite été centrifugés à 15000 rpm 4°C, et les billes 
ont été lavées 2 fois avec 300 p.1 de tampon RIPA. Finalement, nous avons procédé à la 
liaison de l'antigène (IgG) avec le complexe billes-anticorps. Le complexe billes-anticorps 
a été mis en contact avec 350 (j.1 de lysat pour chaque échantillon, et les microtubes ont été 
mis sous agitation à 4°C pendant 4h. Les microtubes ont ensuite été centrifugés à 15000 
rpm 4°C, et les lysats ont été récupérés dans le microtube original. Les billes ont alors été 
lavées 3 fois avec du tampon RIPA et ont été conservées dans 100 p.1 de tampon de 
solubilisation Laemmli réduit. Les échantillons ont été chauffés pendant 5 min. à 100°C 
pour permettre la solubilisation (ainsi que la dissociation des billes) de la protéine 
immunoprécipitée. Les microtubes ont donc été centrifugés à 15000 rpm pendant 5 min. 
puis conservés à -80°C. 
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7.6 Anticorps utilisés 
7.6.1 Anticorps primaires 
Nous avons utilisé des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la sous-unité a2 
et a3A des intégrines (Ab 1936, Millipore; Ab 1920, Millipore). Puisque la sous-unité a3A 
possède une modification post-traductionnelle qui a introduit un pont disulfure, nous avons 
effectué les échantillons ainsi que les immunobuvardage de type Western en condition non 
réductrice pour que l'anticorps puisse reconnaître la forme totale de la protéine. 
Cependant, nous avons également confirmé ces résultats en condition réductrice. Nous 
avons utilisé également utilisé un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la sous-unité 
cx5 des intégrines (Ab 1928, Millipore). Étant donné que cette sous-unité possède aussi une 
modification post-traductionnelle, nous avons utilisé les mêmes conditions de réduction que 
pour la sous-unité a3 des intgérines. Nous avons utilisé un anticorps monoclonal de rat 
dirigé contre la sous-unité a6 des intégrines, le clone GoH3 (Mab 1378, Millipore). Puisque 
cette sous-unité possède une modification post-traductionnelle qui a introduit un pont 
disulfure, nous avons effectué les échantillons et les immunobuvardages de type Western 
en condition non-réductrice pour que l'anticorps puisse reconnaître la forme totale de la 
protéine. Cependant, nous avons également confirmé ces résultats en condition réductrice. 
Nous avons utilisé un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la forme active de 
Fak qui reconnaît la forme phosphorylée de la tyrosine 397 (Phospho-Fak (Tyr 397)) (Ab 
4803, Abcam, Cambridge, MA). Nous avons également utilisé un anticorps monoclonal de 
souris dirigé contre la protéine pl25FAK, le clone 4.47 (mAB 05-537, Millipore). Pour 
effectuer les immunoprécipitations de pl25FAK, nous avons utilisé 2 j_ig de l'anticorps mAB 
05-537, clone 4.47. 
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Pour la protéine Src, nous avons utilisé un anticorps polyclonal de lapin dirigé 
contre la forme active de Src qui reconnaît la forme phosphorylée de la tyrosine 416 
(Phospho-Src (Tyr 416)) (Ab 4816, Abcam). Nous avons également utilisé un anticorps 
monoclonal de souris dirigé contre la protéine p60Src, clone GDI 1 (05-184, Millipore). Afin 
d'effectuer les immunoprécipitations de p60Src, nous avons utilisé 4 p.g de l'anticorps 05-
184 de Millipore, clone GDI 1. 
Finalement pour l'a-tubuline, nous avons utilisé un anticorps monoclonal de souris dirigé 
contre l'a-tubuline (T-6199, Sigma), ce qui nous sert de référence. 
Tableau 8. Anticorps primaires utilisés pour les analyses Western Blot 
Anticorps primaires 
Anticorps Type Protéines reconnue Expèce Dilution Source 
Intégrine a.2 (CD49b) polyclonal sous-unité a2 des intégrines lapin 1/1500 Blotto 10% Millipore 
Intégrine a3A (CD49c) polyclonal sous-unité a3 des intégrines lapin 1/500 Blotto 5% Millipore 
Intégrine a5 (CD49e) polyclonal sous-unité a5 des intégrines lapin 1/500 Blotto 10% Millipore 
Intégrine a6 (CD49f) monoclonal sous-unité a6 des intégrines rat 1/250 Blotto 5% Millipore 
FAK monoclonal pl25FAK souris 1/1500 Blotto 10% Millipore 
p-Fak(Tyr397) polyclonal ppl25FAK (Tyr397) lapin 1/2000 BSA 2% Abcam 
Src monoclonal p60Src souris 1/500 Blotto 10% Millipore 
p-Src(Tyr418) polyclonal pp60Src(Tvr418) lapin 1/500 BSA 2% Abcam 
a-Tubuline Monoclonal p50a-Tubulme souris 1/2000 Blotto 10% Sigma-Alrich 
7.6.2 Anticorps secondaires 
Nous avons utilisé des anticorps secondaires couplés à la peroxydase HRP 
(horseradish peroxidase) dirigés contre les IgG de lapin (7074, Cell Signaling), de rat 
(7077, Cell Signaling) et de souris (A-2554, Sigma-Aldrich). 
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Tableau 9. Anticorps secondaires utilisés pour les analyses Western Blot. 
Anticorps secondaires 
Anticorps Dilution Source 
Anti-lapin HRP 1/1500 Cell Signaling 
Anti-souris HRP 1/1500 Sigma-AIdrich 
Anti-rat HRP 1/1500 Cell Signaling 
7.7 Déshybridation des membranes 
Pour certaines expériences d'analyse en immunobuvardage de type Western, les 
membranes ont été déshybridées, suite à une première utilisation, par une incubation de 20 
min. à T°P dans une solution de 100 mM glycine, 1% Tween-20 pH 9,0. Par la suite, les 
membranes ont été lavées 3 fois durant 5 min. avec du PBS. L'immunobuvardage de type 
Western subséquent a ensuite été débuté par l'étape du blocage (précédent l'incubation 
avec l'anticorps primaire). 
8. Analyses densitométriques et statistiques 
Puisque la réponse des films aux photons est non linaire, les bandes ont été estimées 
par densitométrie. Les films ont d'abord été scannés (UMAX Astra 2400S), et la 
densitométrie des bandes a été analysée grâce au logiciel Image J. L'aire sous la courbe a 
été évaluée pour chaque bande. Pour chaque traitement, les niveaux d'activation relatifs des 
molécules analysées ont été évalués par rapport à ceux des cultures témoins en vue d'établir 
le ratio traitement/Ctrl x 100 (étant exprimé comme le «% de contrôle»). Les données 
obtenues représentent la moyenne ± SEM de 3 expériences i.e 3 séries d'échantillons 
distincts (n > 3). L'erreur sur les valeurs est le SEM «Standard Error of the Mean». Les 
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différences statistiquement significatives ont été obtenues pour un intervalle de confiance 
de 95% (0,001 < p < 0,5) grâce au «Student t Test» qui a été évalué par le programme 
Sigma Stat (Logi Labo, Paris). 
III-RÉSULT ATS 
1. Profil d'expression des différentes sous-unités a des intégrines selon l'état de 
différenciation 
Le premier objectif de ce travail était de déterminer le profil d'expression des sous-
unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines dans l'épithélium intestinal humain selon l'état de 
différenciation. 
1.1 Sous-unité a2 des intégrines 
Nous avons analysé les niveaux d'expression protéique de la sous-unité a2 des 
intégrines dans l'épithélium intestinal selon l'état de différenciation. Pour ce faire, nous 
avons utilisé deux modèles cellulaires intestinaux représentant le processus de 
différenciation. Nous avons utilisé les cellules indifférenciées (HIEC et Caco-2/15 -2PC) 
ainsi que les cellules différenciées (Caco-2/15 30PC). Nous avons également analysé 
l'expression protéique au cours du processus de différenciation, nous avons donc utilisé les 
cellules Caco-2/15 à différents jours post-confluence (OPC, 5PC, 10PC et 20PC). Les 
immunobuvardages de type Western qui ont été réalisés par la suite nous ont permis de 
constater que les niveaux d'expression protéique de la sous-unité a2 des intégrines chez les 
cellules indifférenciées sont significativement plus élevés que ceux chez les cellules 
différenciées Caco-2/15 30PC (figures 6A et 6B). Par la suite, nous avons effectué 
l'analyse de l'expression de l'ARNm de la sous-unité a2 des intégrines par RT-PCR chez 
les cellules indifférenciées (HIEC et Caco-2/15 -2PC) et chez les cellules différenciées 
(Caco-2/15 30PC). 
Figure 6. Profil d'expression de la sous-unité a2 des intégrines. 
A: Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression protéique de la sous-
unité a2 en immunobuvardages de type Western, chez les cellules HIEC (ligne 1), ainsi que 
chez les cellules Caco-2/15 à différents jours post-confluence (-2PC, OPC, 5PC, 10PC, 
20PC et 30PC) (lignes 2 à 7). Les protéines totales (50 jag/puits) ont été séparées par SDS-
PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose et 
détectées à l'aide d'un anticorps spécifique reconnaissant la sous-unité a2 des intégrines. 
La membrane a alors été détectée à nouveau, mais cette fois, avec l'anticorps spécifique à 
l'a-tubuline. La détection de l'a-tubuline est utilisée à des fins de normalisation. B: Même 
chose qu'en A. Les bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs 
d'expression protéique de la sous-unité a2 ont été établis, lesquels en retour ont été 
comparés à ceux de l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs 
d'expression de l'ARNm de la sous-unité a2. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules 
HIEC (ligne 1), Caco-2/15 indifférenciées (-2 PC) (ligne 2) et différenciées (30 PC) (ligne 
3), et utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a2 des intégrines et 
de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées, et les niveaux 
relatifs d'expression des ARNm de la sous-unité a2 ont été établis, lesquels en retour ont 
été comparés à ceux de l'actine. L'étoile (*) représente les différences significatives entre 
les valeurs. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM pour chaque lignée cellulaire pour 
au moins 3 expériences distinctes. 
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La comparaison des niveaux d'expression de l'ARNm montre une différence significative 
des cellules indifférenciées par rapport aux cellules différenciées (figures 6C et 6D). 
L'expression protéique, ainsi que l'expression de l'ARNm de la sous-unité a2 des 
intégrines, possèdent un profil différentiel selon l'état de différenciation, profil qui semble 
diminuer avec la différenciation. 
1.2 Sous-unité a3 des intégrines 
Nous avons analysé les niveaux d'expression protéique de la sous-unité a3 des 
intégrines à l'aide des mêmes modèles cellulaires intestinaux. Nous avons effectué des 
immunobuvardages de type Western, qui nous ont permis de constater que les niveaux 
d'expression protéique de la sous-unité a3 chez les cellules indifférenciées sont 
significativement plus élevés que chez les cellules différenciées (figures 7A et 7B). 
Nous avons également analysé l'expression de l'ARNm des cellules indifférenciées 
par comparaison avec des cellules différenciées. Nos résultats montrent une baisse 
significative chez les cellules différenciées comparativement aux cellules indifférenciées 
(figures 7C et 7D). 
L'expression protéique, ainsi que l'expression de l'ARNm de la sous-unité a3 des 
intégrines, possèdent un profil distinct selon l'état de différenciation, profil qui semble 
diminuer avec la différenciation. 
Figure 7. Profil d'expression de la sous-unité a3 des intégrines. 
A: Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression protéique de la sous-
unité a3 en immunobuvardages de type Western, chez les cellules HIEC (ligne 1), ainsi que 
chez les cellules Caco-2/15 à différents jours post-confluence (-2PC, OPC, 5PC, 10PC, 
20PC et 30PC) (lignes 2 à 7). Les protéines totales (50 (ig/puits) ont été séparées par SDS-
PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose et 
détectées à l'aide d'un anticorps spécifique reconnaissant la sous-unité a3 des intégrines. 
La détection de l'a-tubuline est utilisée à des fins de normalisation. B: Même chose qu'en 
A. Les bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs 
d'expression protéique de la sous-unité a3 ont été établis, lesquels en retour ont été 
comparés à ceux de l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs 
d'expression de l'ARNm de la sous-unité a3. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules 
HIEC (ligne 1), Caco-2/15 indifférenciées (-2 PC) (ligne 2) et différenciées (30 PC) (ligne 
3), et utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a3 des intégrines et 
de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées, et les niveaux 
relatifs d'expression des ARNm de la sous-unité a3 ont été établis, lesquels en retour ont 
été comparés à ceux de l'actine. L'étoile (*) représente les différences significatives entre 
les valeurs. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM pour chaque lignée cellulaire pour 
au moins 3 expériences distinctes. 
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1.3 Sous-unité a5 des intégrines 
Nous avons analysé les niveaux d'expression protéique de la sous-unité a5 des 
intégrines, avec les deux mêmes modèles cellulaires intestinaux. Nous avons effectué des 
immunobuvardages de type Western, qui nous ont permis de constater que les cellules 
indifférenciées ont une forte expression de la sous-unité a5 des intégrines, contrairement 
aux cellules différenciées (figures 8A et 8B). 
Nous avons également analysé l'expression de l'ARNm de la sous-unité a5. 
L'expression de l'ARNm est significativement plus élevée chez les cellules indifférenciées, 
comparativement aux cellules différenciées (figures 8C et 8D). 
L'expression protéique, ainsi que l'expression de l'ARNm de la sous-unité a5 des 
intégrines, semblent distinctes selon l'état de différenciation. La sous-unité a5 des 
intégrines semble posséder un profil d'expression différentiel, qui semble également 
diminuer avec la différenciation. 
1.4 Sous-unité a6 des intégrines 
Nous avons analysé les niveaux d'expression protéique de la sous-unité a6 des 
intégrines, toujours à l'aide des mêmes modèles cellulaires intestinaux. Nous avons 
effectué des immunobuvardages de type Western, qui nous ont permis de constater qu'il 
n'y a aucune différence significative entre les cellules indifférenciées et les cellules 
différenciées (figures 9A et 9B). De plus, les niveaux d'expression de l'ARNm sont 
également similaires, peu importe l'état de différenciation (figures 9C et 9D). 
Figure 8. Profil d'expression de la sous-unité a5 des intégrines. 
A: Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression protéique de la sous-
unité a5 en immunobuvardages de type Western, chez les cellules HIEC (ligne 1), ainsi que 
chez les cellules Caco-2/15 à différents jours post-confluence (-2PC, OPC, 5PC, 10PC, 
20PC et 30PC) (lignes 2 à 7). Les protéines totales (50 (ig/puits) ont été séparées par SDS-
PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose et 
détectées à l'aide d'un anticorps spécifique reconnaissant la sous-unité a5 des intégrines. 
La détection de l'a-tubuline est utilisée à des fins de normalisation. B: Même chose qu'en 
A. Les bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs 
d'expression protéique de la sous-unité a5 ont été établis, lesquels en retour ont été 
comparés à ceux de l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs 
d'expression de l'ARNm de la sous-unité a5. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules 
HIEC (ligne 1), Caco-2/15 indifférenciées (-2 PC) (ligne 2) et différenciées (30 PC) (ligne 
3), et utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a5 des intégrines et 
de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées, et les niveaux 
relatifs d'expression des ARNm de la sous-unité a5 ont été établis, lesquels en retour ont 
été comparés à ceux de l'actine. L'étoile (*) représente les différences significatives entre 
les valeurs. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM pour chaque lignée cellulaire pour 
au moins 3 expériences distinctes. 
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Figure 9. Profil d'expression de la sous-unité a6 des intégrines. 
A: Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression protéique de la sous-
unité a6 en immunobuvardages de type Western, chez les cellules HIEC (ligne 1), ainsi que 
chez les cellules Caco-2/15 à différents jours post-confluence (-2PC, OPC, 5PC, 10PC, 
20PC et 30PC) (lignes 2 à 7). Les protéines totales (50 ^g/puits) ont été séparées par SDS-
PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose et 
détectées à l'aide d'un anticorps spécifique reconnaissant la sous-unité a6 des intégrines. 
La détection de l'a-tubuline est utilisée à des fins de normalisation. B: Même chose qu'en 
A. Les bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs 
d'expression protéique de la sous-unité a6 ont été établis, lesquels en retour ont été 
comparés à ceux de l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs 
d'expression de l'ARNm de la sous-unité a6. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules 
HIEC (ligne 1), Caco-2/15 indifférenciées (-2 PC) (ligne 2) et différenciées (30 PC) (ligne 
3), et utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a6 des intégrines et 
de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées, et les niveaux 
relatifs d'expression des ARNm de la sous-unité a6 ont été établis, lesquels en retour ont 
été comparés à ceux de l'actine. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM pour chaque 
lignée cellulaire pour au moins 3 expériences distinctes. 
Niveaux relatifs d'expression 
de l'ARNm de la sous-unité ••• MB| 
a6 des intégrines ,_>•••• 
p p p p p p p 
S S 3 îi 8 S g S fc 1S •••• 
îm—m- nn pp 
Niveaux relatifs d'expression protciquc 
de la sous-unitcs ci6 des intcgrincs 
Q Q Q Q Q » * » - » » * * *  
'8 o è S ^ "3 o ê S 
54 
L'expression de la sous-unité a6 des intégrines, autant au niveau protéique que de 
l'ARNm, ne semble pas posséder de profil distinct selon l'état de différenciation. 
2. Essais d'interférence avec la fonction des sous-unités a des intégrines par utilisation 
d'anticorps bloquants 
Le deuxième objectif de ce travail était de démontrer l'implication de différentes 
sous-unités a des intégrines dans l'épithélium intestinal humain selon l'état de 
différenciation. Nous avons utilisé différents anticorps bloquants spécifiques aux sous-
unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines dans le but de déterminer quel sous-unités a des 
intégrines sont importantes pour la survie des cellules indifférenciées, les HIEC ou des 
cellules différenciées, les Caco-2/15 30PC. 
Plusieurs études ont démontré un rôle différentiel pour les sous-unités a des 
intégrines, dépendamment du type cellulaire. Par exemple, Lee et Juliano (Lee et Juliano, 
2000) ont démontré que la surexpression de la sous-unité a5 des intégrines procure une 
protection contre l'apoptose induite par la perte de facteurs de croissance. Cet effet n'est 
pas observé avec la surexpression de la sous-unité a2 des intégrines chez les cellules 
épithéliales intestinales de rat (Lee et Juliano, 2000). Cette étude démontre un rôle 
différentiel des sous-unités a des intégrines dans la survie entérocytaire des cellules 
épithéliales intestinales. 
Chez les cellules indifférenciées HIEC, l'interférence avec la fonction de la sous-
unité a2 des intégrines, à l'aide d'un anticorps spécifique, a induit une augmentation 
significative de l'apoptose (figures 10C et 11). L'interférence avec la fonction de la sous-
unité (x3, quant à elle, n'a pas induit de changement significatif (figures 10D et 11). 
Figure 10. Effet d'anticorps bloquants sur la survie cellulaire chez les cellules HIEC. 
Micrographies représentatives de TUNELs in situ effectués chez les cellules HDEC 
qui ont été traitées durant 48h dans un milieu sans sérum (+Ctrl; A), ou en présence de 100 
|xg/ml d'IgGs non-immun de souris (+IgGs; B). Les cellules ont été également traitées avec 
l'ajout de 100(ig/ml des différents anticorps bloquants dirigés contre les différentes sous-
unités a des intégrines. PlE6/a2 (+P1E6; C), PlB5/a3 (+P1B5; D), PlD6/a5 (+P1D6; E), 
NKI-GoH3/a6 (+NKI-GoH3; F). La réaction TUNEL in situ positive a été visualisée à 
l'aide d'un marquage à la fluorescéine (FITC), alors que le marquage des cellules totales a 
été réalisé gâce au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les micrographies représentent 
la superposition des deux marquages (FITC/DAPI). Agrandissement final = 20X. 
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L'interférence avec la fonction des sous-unités a5 et a6 des intégrines, chez les 
cellules indifférenciées HIEC, ont induit une augmentation significative de l'apoptose 
(figures 10E, 10F et 11). Nous avons utilisé les mêmes anticorps bloquants spécifiques aux 
sous-unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines, dans le but de déterminer l'implication de ces 
sous-unités, chez les cellules différenciées Caco-2/15 30PC. L'interférence avec la fonction 
des sous-unités a2 et a3 des intégrines ont induit une augmentation significative de 
l'apoptose chez les cellules Caco-2/15 30PC (figures 12C, 12D et 13). L'interférence avec 
la fonction de la sous-unité a5, quant à elle, n'a pas induit de changement significatif 
(figures 12E et 13). L'interférence avec la fonction des sous-unités a6 des intégrines a 
induit une augmentation significative de l'apoptose toujours chez les cellules Caco-2/15 
30PC (figures 12F et 13). 
Donc, la sous-unité a2, ainsi que la sous-unité a6 des intégrines, sont importantes 
pour la survie, peu importe l'état de différenciation. La sous-unité a3 semble importante 
pour la survie uniquement chez les cellules indifférenciées alors que la sous-unité a5, quant 
à elle, semble importante pour la survie des cellules différenciées. 
3. Essais d'interférence avec la fonction des sous-unités a des intégrines par utilisation 
de shARNs 
Afin d'étudier le rôle des différentes sous-unités a des intégrines dans les cellules 
épithéliales intestinales, des shARNs ciblant spécifiquement l'ARNm des différentes sous-
unités a des intégrines ont été générés. Leur efficacité a été analysée par 
immunobuvardages de type Western et par RT-PCR, suite à l'infection de cellules HIEC. 
Figure 11. Essai d'inhibition des différentes sous-unités des intégrines à l'aide 
d'anticorps bloquants chez les cellules HIEC (graphique). 
Des essais TUNELs in situ ont été faits afin d'établir l'index relatif d'apoptose, 
exprime comme le nombre de cellules apoptotiques pour les traitements avec anticorps 
bloquants par rapport au contrôle sans sérum X100 (% de contrôle). L'étoile (*) représente 
les différences significatives entre les valeurs. Un minimum de 300 cellules a été compté 
dans au moins 3 expériences indépendantes (n > 3). 
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Figure 12. Effet d'anticorps bloquants sur la survie cellulaire chez les cellules 
Caco-2/15 différenciées (30PC). 
Micrographies représentatives de TUNELs in situ effectués chez les cellules Caco-
2/15 différenciées (30PC) qui ont été traitées durant 48h dans un milieu sans sérum (+Ctrl; 
A), ou en présence de lOOjxg/ml d'IgGs non-immun de souris (+IgGs; B). Les cellules ont 
été également traitées avec l'ajout de 100}ig/ml des différents anticorps bloquants qui 
inhibent les différentes sous-unités a des intégrines. PlE6/a2 (+P1E6; C), PlB5/a3 
(+P1B5; D), PlD6/a5 (+P1D6; E), NKI-GoH3/a6 (+NKI-GoH3; F). La réaction TUNEL in 
situ positive a été visualisée à l'aide d'un marquage à la fluorescéine (FITC), alors que le 
marquage des cellules totales a été réalisé gâce au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). 
Les micrographies représentent la superposition des deux marquages (FITC/DAPI). 
Agrandissement original = 20X. 
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Figure 13. Effet d'anticorps bloquants sur la survie cellulaire chez les cellules 
Caco-2/15 différenciées (30PC) (graphique). 
Des essais TUNELs in situ ont été faits afin d'établir l'index relatif d'apoptose, 
s'exprimant comme le nombre de cellules apoptotiques pour les traitements avec anticorps 
bloquants par rapport au contrôle sans sérum X100 (% de contrôle). L'étoile (*) représente 
les différences significatives entre les valeurs. Un minimum de 300 cellules a été compté 
pour un minimum d'au moins 3 expériences indépendantes (n > 3). 
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3.1 Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a2 des intégrines 
L'analyse des niveaux d'expression a été effectuée à l'aide d'immunobuvardages de 
type Western avec un anticorps spécifique de la sous-unité a.2 ainsi que par RT-PCR avec 
des amorces spécifiques à la sous-unité a2 des intégrines. Aucun des shARNs a entraîné 
une diminution significative de l'expression de la sous-unité a2 des intégrines, 
comparativement aux cellules infectées avec le vecteur vide pLentiNeoHl et celles 
infectées avec un shARN contrôle ciblant une séquence non exprimée dans les cellules soit 
la protéine GFP, soit au niveau protéique (figures 14A et 14B) ou au niveau de l'ARNm 
(figures 14C et 14D). Aucun shARN généré ne semble efficace pour inhiber l'expression 
de la sous-unité a2 des intégrines. 
3.1.1 Impact des shARNs a2 sur la survie cellulaire 
Suite à l'infection de cellules HDEC avec les trois shARNs dirigés contre la sous-
unité a2 des intégrines, un essai TUNEL in situ a été effectué afin de déterminer l'impact 
de chacun des trois shARNs sur la survie entérocytaire. Aucun des shARNs dirigés contre 
la sous-unité a2 utilisée n'a induit une augmentation d'apoptose significative chez les 
cellules HIEC, comme le démontrent les micrographies (figure 15) ainsi que leurs comptes 
respectifs (figure 16). 
3.2 Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a3 des intégrines 
L'analyse des niveaux d'expression de la sous-unité a3 a été effectuée à l'aide 
d'immunobuvardages de type Western avec un anticorps spécifique à la sous-unité a3, ainsi 
que par RT-PCR avec des amorces spécifiques à la sous-unité a3 des intégrines. 
Figure 14. Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a2 des intégrines. 
A : Analyses d'immunobuvardage de type Western des protéines immunodétectées 
chez les cellules HIEC, infectées avec des lentivirus exprimant le vecteur vide 
pLentiNeoHl (ligne 1), la protéine GFP (ligne 2), ou des lentivirus codant pour un shARN 
contrôle dirigé contre une séquence non exprimée, soit la séquence de la GFP (shGFP; 
ligne 3). Les cellules HIEC ont été également infectées avec un lentivirus codant pour des 
shARNs ciblant trois régions différentes de l'ARNm de la sous-unité a2 des intégrines 
(sha2.1/ligne 4, sha2.2/ligne 5, sha2.3/ligne 6). Les protéines totales (50 ng/puits) ont été 
séparées par SDS-PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de 
nitrocellulose et détectées avec un anticorps spécifique à la sous-unité a2 des intégrines. La 
détection de l'actine est utilisée à des fins de normalisation. B : Même chose qu'en A. Les 
bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs d'expression 
protéique de la sous-unité a2 ont été établis, lesquels en retour ont été comparés à ceux de 
l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression de l'ARNm de la 
sous-unité a2. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules HIEC infectées à l'aide de 
lentivirus déjà expliqué en A. en utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : 
sous-unité a2 des intégrines et de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été 
semi-quantifiées par densitométrie et les niveaux relatifs d'expression ont été déterminés en 
normalisant l'expression d'un transcrit avec l'expression de l'actine correspondante. 
Chaque valeur représente la moyenne ± SEM d'au moins 3 expériences indépendantes 
utilisant des échantillons différents. 
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Figure 15. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a2 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC. 
Micrographies représentatives d'essais TUNELs in situ effectués chez les cellules 
HIEC qui ont été infectées avec le vecteur vide pLentiNeoHl (A), avec la protéine GFP 
(B), avec un shARN contrôle contre la protéine GFP (C) et les trois shARNs dirigés contre 
la sous-unité a2 des intégrines (sha2.1; D, sha2.2; E, sha2.3; F). La réaction TUNEL in situ 
positive a été visualisée à l'aide d'un marquage à la rhodamine, alors que le marquage des 
cellules totales a été réalisé gâce au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les 
micrographies représentent la superposition des deux marquages (Rhodamine/DAPI). 
Agrandissement final = 20X. 
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Figure 16. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a2 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC (graphique). 
Des essais TUNELs in situ ont été faits afin d'établir l'index relatif d'apoptose, 
s'exprimant comme le nombre de cellules apoptotiques pour les infections avec les 
shARNs dirigés contre la sous-unité a2 des intégrines par rapport au contrôle avec le 
lentivirus pLentiHeoHl (vecteur vide) XlOO (% de contrôle). Un minimum de 300 cellules 
a été compté pour un minimum d'au moins 3 expériences indépendantes (n > 3). 
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Les trois shARNs générés n'ont pas entraîné de diminution significative de 
l'expression de la sous-unité a3 des intégrines, comparativement aux cellules infectées avec 
le vecteur vide pLentiNeoHl et celles infectées avec un shARN contrôle ciblant une 
séquence non exprimée dans les cellules soit la protéine GFP, que ce soit au niveau 
protéique (figures 17A et 17B) ou au niveau de l'ARNm (figures 17C et 17D). 
3.2.1 Impact des shARNs a3 sur la survie cellulaire 
Suite à l'infection de cellules HEEC avec les trois shARNs dirigés contre la sous-
unité a3 des intégrines, un TUNEL in situ a été effectué afin de déterminer l'impact de ces 
trois shARNs sur la survie entérocytaire. Aucun des shARNs utilisés n'a induit une 
augmentation d'apoptose significative chez les cellules HIEC, comme démontré à l'aide 
des micrographies (figure 18) et de leurs comptes (figure 19). 
3.3 Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a5 des intégrines 
L'analyse des niveaux d'expression a été effectuée à l'aide d'immunobuvardages de 
type Western avec un anticorps spécifique à la sous-unité a5, ainsi que par RT-PCR avec 
des amorces toujours spécifiques à la sous-unité a5 des intégrines. Les deux shARNs 
produits n'ont pas entraîné de diminution significative de l'expression de la sous-unité a5 
des intégrines, comparativement aux cellules infectées avec le vecteur vide pLentiNeoHl et 
celles infectées avec un shARN contrôle ciblant une séquence normalement non exprimée 
dans les cellules soit la protéine GFP, que ce soit au niveau protéique (figures 20A et 20B) 
qu'au niveau de l'ARNm (figures 20C et 20D). 
Figure 17. Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a3 des intégrines. 
A : Analyses d'immunobuvardage de type Western des protéines immunodétectées 
chez les cellules HIEC, infectées avec des lentivirus exprimant le vecteur vide 
pLentiNeoHl (ligne 1), la protéine GFP (ligne 2), ou des lentivirus codant pour un shARN 
contrôle dirigé contre une séquence non exprimée, soit la séquence de la GFP (shGFP; 
ligne 3). Les cellules HIEC ont été également infectées avec un lentivirus codant pour des 
shARNs ciblant trois régions différentes de l'ARNm de la sous-unité a3 des intégrines 
(sha3.1/ligne 4, sha3.2/ligne 5, sha3.3/ligne 6). Les protéines totales (50|xg/puits) ont été 
séparées par SDS-PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de 
nitrocellulose et détectées avec un anticorps spécifique à la sous-unité a3 des intégrines. La 
détection de l'actine est utilisée à des fins de normalisation. B : Même chose qu'en A. Les 
bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs d'expression 
protéique de la sous-unité a3 ont été établis, lesquels en retour ont été comparés à ceux de 
l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression de l'ARNm de la 
sous-unité a3. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules HIEC infectées déjà expliqué 
en A. en utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a3 des 
intégrines et de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées par 
densitométrie et les niveaux relatifs d'expression ont été déterminés en normalisant 
l'expression d'un transcrit avec l'expression de l'actine correspondante. Chaque valeur 
représente la moyenne ± SEM d'au moins 3 expériences indépendantes utilisant des 
échantillons différents, excepté pour C. et D. qui ne représentent qu'une seule expérience. 
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Figure 18. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a3 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC. 
Micrographies représentatives de TUNELs in situ effectués chez les cellules HIEC 
qui ont été infectées avec le vecteur vide pLentiNeoHl (A), avec la protéine GFP (B), avec 
un shARN contrôle contre la protéine GFP (C) et les trois shARNs dirigés contre la sous-
unité a3 des intégrines (sha3.1; D, sha3.2; E, sha3.3; F). La réaction TUNEL in situ 
positive a été visualisée à l'aide d'un marquage à la rhodamine, alors que le marquage des 
cellules totales a été réalisé gâce au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les 
micrographies représentent la superposition des deux marquages (Rhodamine/DAPI). 
Agrandissement final = 20X. 
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Figure 19. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a3 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC (graphique). 
Des essais TUNELs in situ ont été faits afin d'établir l'index relatif d'apoptose, 
s'exprimant comme le nombre de cellules apoptotiques pour les infections avec les 
shARNs dirigés contre la sous-unité a3 des intégrines par rapport au contrôle avec le 
lentivirus pLentiHeoHl (vecteur vide) X100 (% de contrôle). Un minimum de 300 cellules 
a été compté dans au moins 3 expériences indépendantes (n > 3). 
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3.3.1 Impact des shARNs a5 sur la survie celullaire 
Suite à l'infection de cellules HIEC avec les shARNs dirigés contre la sous-unité a5 
des intégrines, un TUNEL in situ a été effectué afin de déterminer l'impact des shARNs sur 
la survie entérocytaire. Aucun des shARNs utilisés n'a induit une augmentation d'apoptose 
significative chez les cellules HEEC, tel que démontré à l'aide des micrographies (figure 21) 
et de leurs comptes (figure 22). 
3.4 Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a6 des intégrines 
L'analyse des niveaux d'expression de la sous-unité a6 a été effectuée à l'aide 
d'immunobuvardages de type Western avec un anticorps spécifique à la sous-unité a6, ainsi 
que par RT-PCR avec des amorces spécifiques à la sous-unité a6 des intégrines. Les deux 
premiers shARNs (pLentiNeoH 1 -sha6.1 et pLentiNeoHl-sha6.2) générés n'ont pas 
entraîné de diminution significative de l'expression de la sous-unité a6 des intégrines, 
comparativement aux cellules infectées avec le vecteur vide pLentiNeoH 1 et celles 
infectées avec un shARN contrôle ciblant une séquence non exprimée dans les cellules soit 
la protéine GFP, que ce soit au niveau protéique (figures 23A et 23B) qu'au niveau de 
l'ARNm (figures 23C et 23D). 
Par contre, le troisième shARN (pLentiNeoH l-sha6.3) utilisé a entraîné une 
diminution significative de l'expression protéique ainsi que l'expression de l'ARNm, 
comparativement aux cellules infectées avec le vecteur et celles infectées avec le shGFP 
(figures 23A, 23B, 23C et 23D). Étant donné l'efficacité de ce dernier shARN, nous avons 
réalisé les expériences subséquentes avec ce dernier shARN. 
Figure 20. Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a5 des intégrines. 
A : Analyses d'immunobuvardage de type Western des protéines immunodétectées 
chez les cellules HIEC, infectées avec des lentivirus exprimant le vecteur vide 
pLentiNeoHl (ligne 1), la protéine GFP (ligne 2), ou des lentivirus codant pour un shARN 
contrôle dirigé contre une séquence non exprimée, soit la séquence de la GFP (shGFP; 
ligne 3). Les cellules HIEC ont été également infectées avec un lentivirus codant pour des 
shARNs ciblant deux régions différentes de l'ARNm de la sous-unité a5 des intégrines 
(sha5.1/ligne 4, sha5.2/ligne 5). Les protéines totales (50 (xg/puits) ont été séparées par 
SDS-PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de 
nitrocellulose et détectées avec un anticorps spécifique à la sous-unité a5 des intégrines. La 
détection de l'actine est utilisée à des fins de normalisation. B : Même chose qu'en A. Les 
bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs d'expression 
protéique de la sous-unité a5 ont été établis, lesquels en retour ont été comparés à ceux de 
l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression de l'ARNm de la 
sous-unité a5. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules HIEC infectées déjà expliqué 
en A. en utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a5 des 
intégrines et de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées par 
densitométrie et les niveaux relatifs d'expression ont été déterminés en normalisant 
l'expression d'un transcrit avec l'expression de l'actine correspondante. Chaque valeur 
représente la moyenne ± SEM d'au moins 3 expériences indépendantes utilisant des 
échantillons différents, excepté pour C. et D. qui ne représentent qu'une seule expérience. 
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Figure 21. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a5 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC. 
Micrographies représentatives d'essais TUNELs in situ effectués chez les cellules 
HIEC qui ont été infectées avec le vecteur vide pLentiNeoHl (A), avec la protéine GFP 
(B), avec un shARN contrôle contre la protéine GFP (C) et les deux shARNs dirigés contre 
la sous-unité a5 des intégrines (sha5.1; D, sha5.2; E). La réaction TUNEL in situ positive a 
été visualisée à l'aide d'un marquage à la rhodamine, alors que le marquage des cellules 
totales a été réalisé gâce au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les micrographies 
représentent la superposition des deux marquages (Rhodamine/DAPI). Agrandissement 
final = 20X. 
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Figure 22. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a5 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC (graphique). 
Des essais TUNELs in situ ont été faits afin d'établir l'index relatif d'apoptose, 
exprimé comme le nombre de cellules apoptotiques pour les infections avec les shARNs 
dirigés contre la sous-unité a5 des intégrines par rapport au contrôle avec le lentivirus 
pLentiHeoHl (vecteur vide) X100 (% de contrôle). Un minimum de 300 cellules a été 
compté par expérience individuelle. 
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Figure 23. Effet des shARNs sur l'expression de la sous-unité a6 des intégrines. 
A : Analyses d'immunobuvardage de type Western des protéines immunodétectées 
chez les cellules HIEC, infectées avec des lentivirus exprimant le vecteur vide 
pLentiNeoHl (ligne 1), la protéine GFP (ligne 2), ou des lentivirus codant pour un shARN 
contrôle dirigé contre une séquence non exprimée, soit la séquence de la GFP (shGFP; 
ligne 3). Les cellules HIEC ont été également infectées avec un lentivirus codant pour des 
shARNs ciblant trois régions différentes de l'ARNm de la sous-unité a6 des intégrines 
(sha6.1/ligne 4, sha6.2/ligne 5, sha6.3/ligne 6). Les protéines totales (50 ng/puits) ont été 
séparées par SDS-PAGE en conditions réductrices, électrotransférées sur une membrane de 
nitrocellulose et détectées avec un anticorps spécifique à la sous-unité a6 des intégrines. La 
détection de l'actine est utilisée à des fins de normalisation. B : Même chose qu'en A. Les 
bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs d'expression 
protéique de la sous-unité a6 ont été établis, lesquels en retour ont été comparés à ceux de 
l'a-tubuline. C : Analyse représentative des niveaux relatifs d'expression de l'ARNm de la 
sous-unité a6. RT-PCR avec l'ARN total extrait de cellules HIEC infectées déjà expliqué 
en A. en utilisant des amorces spécifiques aux ARNm suivants : sous-unité a6 des 
intégrines et de l'actine. D : Même chose qu'en C. Les bandes ont été semi-quantifiées par 
densitométrie et les niveaux relatifs d'expression ont été déterminés en normalisant 
l'expression d'un transcrit avec l'expression de l'actine correspondante. L'étoile (*) 
représente les différences significatives entre les valeurs. Chaque valeur représente la 
moyenne ± SEM d'au moins 3 expériences indépendantes utilisant des échantillons 
différents, excepté C. et D. qui représentent 2 expériences indépendantes. 
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Figure 24. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a6 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC. 
Micrographies représentatives d'essais TUNELs in situ effectués chez les cellules 
HIEC qui ont été infectées avec le vecteur vide pLentiNeoHl (A), avec la protéine GFP 
(B), avec un shARN contrôle contre la protéine GFP (C) et les trois shARNs dirigés contre 
la sous-unité a6 des intégrines (sha6.1; D, sha6.2; E, sha6.3; F). La réaction TUNEL in situ 
positive a été visualisée à l'aide d'un marquage à la rhodamine, alors que le marquage des 
cellules totales a été réalisé gâce au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les 
micrographies représentent la superposition des deux marquages (Rhodamine/DAPI). 
Agrandissement final = 20X. 
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Figure 25. Effet de shARNs dirigés contre la sous-unité a6 sur la survie cellulaire 
chez les cellules HIEC (graphique). 
Des essais TUNELs in situ ont été faits afin d'établir l'index relatif d'apoptose, 
s'exprimant comme le nombre de cellules apoptotiques pour les infections avec les 
shARNs dirigés contre la sous-unité a6 des intégrines par rapport au contrôle avec le 
lentivirus pLentiHeoHl (vecteur vide) X100 (% de contrôle). L'étoile (*) représente les 
différences significatives entre les valeurs. Un minimum de 300 cellules a été compté dans 
au moins 3 expériences indépendantes (n > 3). 
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3.4.1 Impact des shARNs a6 sur la survie cellulaire 
Suite à l'infection de cellules HIEC avec les trois shARNs dirigés contre la sous-
unité a6 des intégrines, un essai TUNEL in situ a été effectué afin de déterminer l'impact 
des trois shARNs sur la survie entérocytaire. Les deux premiers shARNs (pLenti-sha6.1 et 
pLenti-sha6.2) n'ont eu aucun effet significatif sur l'apoptose des cellules HIEC infectées. 
Le troisième shARN validé (pLenti-sha6.3) (figure 23) a induit une augmentation 
significative d'apoptose chez les cellules HIEC, ainsi que le démontrent les micrographies 
(figure 24) et leurs comptes respectifs (figure 25). 
Donc, la sous-unité a6 des intégrines est importante pour la survie des cellules 
indifférenciées HIEC. 
4. Influence de la perte de la sous-unité a6 sur la signalisation par la protéine Fak 
Afin de déterminer les mécanismes moléculaires responsables de l'augmentation de 
l'apoptose chez les cellules HIEC suite à la perte de l'expression de la sous-unité a6 des 
intégrines, l'analyse des niveaux d'activation de Fak a été réalisée par immunobuvardages 
de type Western. Un anticorps spécifique à la phosphorylation sur la tyrosine 397 de Fak 
nous a permis de visualiser son activation. Cette expérience nous a permis de constater une 
baisse d'activation de Fak lors de l'inhibition de l'expression de la sous-unité a6 des 
intégrines. La baisse d'activation observée est similaire à celle obtenue avec la mise en 
suspension des cellules HIEC, ainsi que la mise en suspension suite à une infection avec un 
lentivirus exprimant la protéine GFP (figure 26). 
Figure 26. Impact de l'inhibition de la sous-unité a6 des intégrines sur la signalisation 
par la protéine Fak. 
A : Analyses d'immunobuvardage de type Western représentatives de l'expression 
de pl25Fak chez les cellules HŒC non infectées (Ctrl SS; puit 1), des cellules HIEC non 
infectées ont été mises en suspension pour une période de 24h (puit 2), les cellules HIEC 
infectées avec des lentivirus exprimant la protéine GFP qui ont été mises en suspension par 
la suite (puit 3), un lentivirus codant pour un shARN contrôle dirigé contre une séquence 
non exprimée, soit la séquence du pLenti-sha6.3 mélangé (pLenti-scamble; puit 4). Les 
cellules HIEC ont été également infectées avec le lentivirus codant pour le shARN 
fonctionnel dirigé contre la sous-unité a6 (pLenti-sha6.3) (voir figures 18, 19, 20) (puit 5). 
Les cellules ont été lysées, et la protéine Fak a été immunoprécipitée (IP : Fak). Les 
protéines totales (30 nl/puits) ont été séparées par SDS-PAGE sous des conditions 
réductrices, électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose et détectées avec un 
anticorps reconnaissant la forme active de Fak (WB : ptyr397pl25Fak). La protéine a alors été 
détectée à nouveau avec le même anticorps utilisé pour l'immunoprécipitation afin de 
détecter la protéine Fak totale (WB : pl25Fak). B : Même chose qu'en A. Les bandes 
immunoréactives ont été semi-quantifiées, et les niveaux relatifs d'activation de Fak ont été 
établis, lesquels en retour ont été comparés à ceux des cultures contrôles, X100 (exprimés 
en % de contrôle). Chaque valeur représente la moyenne ± SEM de deux expériences 
indépendantes utilisant des échantillons différents. 
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IV-DISCUSSION 
Il a déjà été démontré que les sous-unités des intégrines peuvent jouer plusieurs 
rôles et aussi que ces rôles peuvent varier d'un tissu à l'autre, indiquant l'importance 
d'analyser leurs mécanismes d'actions dans chaque type cellulaire. En ce qui concerne 
l'épithélium intestinal, diverses évidences semblent montrer que les différentes sous-unités 
des intégrines jouent un rôle important dans la survie de ce tissu. Cependant, leurs 
mécanismes d'action demeurent peu connus. Dans la présente étude, nous avons examiné 
l'importance des différentes sous-unités a des intégrines dans la survie entérocytaire selon 
l'état de différenciation. Pour ce faire, nous avons utilisé deux lignées cellulaires, soit les 
cellules indifférenciées HIEC, qui représentent des cellules cryptales normales et un modèle 
in vitro de différenciation entérocytaire, les cellules Caco-2/15 indifférenciées (Caco-2/15 -
2PC) et différenciées (Caco-2/15 30PC). Nous avons tout d'abord déterminé l'expression 
des différentes sous-unités des intégrines étudiées (a2, a3, a5 et a6) dans les deux lignées 
cellulaires. Nous avons établi que les sous-unités a2, a3 ainsi que la sous-unité a5 sont 
principalement exprimées chez les cellules indifférenciées HIEC comparativement aux 
cellules différenciées Caco-2/15. La sous-unité a6, quand à elle, est exprimé peu importe 
l'état de différenciation. 
Ensuite, nous avons utilisé des anticorps bloquants spécifiques aux sous-unitcs a2, 
a3, a5 et a6 des intégrines dans le but de déterminer quelles sous-unités a des intégrines 
sont importantes pour la survie des cellules indifférenciées HIEC ou des cellules 
différenciées Caco-2/15 30PC. Nous avons déterminé que chez les cellules indifférenciées 
HIEC, ce sont les sous-unités a2, a3 ainsi que a6, qui sont importantes pour la survie 
cellulaire. Cependant, chez les cellules différenciées Caco-2/15 30PC, ce sont les sous-
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unités a2, a5 et a6 qui sont importantes pour la survie cellulaire. Les sous-unités a2 et a6 
sont donc importantes peu importe l'état de différenciation, contrairement aux sous-unités 
a3 et a5. Ainsi l'importance des sous-unités a des intégrines est variable selon l'état de 
différenciation chez les cellules entérocytaires. 
Nous avons généré des shARNs afin de confirmer les résultats obtenus à l'aide des 
anticorps bloquants. Plusieurs shARNs ont été générés pour chacune des sous-unités a2, 
a3, a5 et a6 des intégrines. Les infections lentivirales contenant les différents shARNs ont 
été effectuées chez les cellules indifférenciées HIEC. Les shARNs dirigés contre les sous-
unités a2, a3 et a5 n'ont pas été efficaces et n'ont eu aucun impact sur la survie cellulaire. 
Le shARN pLenti-sha6.3 dirigé contre la sous-unité a6 des intégrines s'est montré efficace. 
Nous avons donc utilisé ce shARN afin de déterminer les mécanismes moléculaires 
responsables de l'augmentation de l'apoptose chez les cellules HIEC suite à la perte de 
l'expression de la sous-unité a6 des intégrines. Nos résultats ont montré une baisse de 
l'activation de Fak lorsque de la perte d'expression de la sous-unité a6 des intégrines. 
Mises ensemble, ces données indiquent que l'expression ainsi que l'implication des 
différentes sous-unités a des intégrines dans la survie cellulaire est variable selon l'état de 
différenciation. 
1. Profil d'expression des sous-unités a des intégrines dans l'épithélium intestinal 
Les intégrines sont exprimées de façon tissu-spécifique (Stupack, 2007). 
L'expression de plusieurs intégrines semble également relié au stade de différenciation 
cellulaire (Sonnenberg et ai, 1991; Nicholson et Watt, 1991). Nos résultats montrent qu'il 
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y a une expression différentielle des sous-unités a des intégrines étudiées soit al, a3, a5 et 
a6. Nos résultats concernant les sous-unités al, a3 ainsi que la sous-unité a5 montrent que 
les cellules indifférenciées HIEC expriment des niveaux plus élevés de ces sous-unités 
comparativement aux cellules différenciées Caco-2/15 (30PC) qui expriment des niveaux 
beaucoup plus faibles. La sous-unité a6, quand à elle, est exprimée peu importe l'état de 
différenciation. Une étude effectuée par l'équipe du Dr. Beaulieu, in vivo dans l'épithélium 
l'intestin grêle humain, démontre également une expression différentielle des intégrines 
selon l'axe crypte-villosité. Dans cette étude, les sous-unités al et a3 possèdent un patron 
d'expression complémentaire. La sous-unité al est principalement exprimée dans les 
cryptes alors que la sous-unité a3 est principalement exprimée dans la villosité. Les sous-
unités cx5 et a6, quand à elle, sont exprimées tout le long de l'axe (Beaulieu, 1992; Basora 
et ai, 1999; Beaulieu, 1999). Nous nous attendions à ce que les HIEC expriment les sous-
unités al, a5 et a6 des intégrines alors que les cellules Caco-2/15 différenciées expriment 
les sous-unités a3, a5 et a6 des intégrines si l'on se base sur les résultats de l'équipe du Dr. 
Beaulieu. Cependant, nos résultats montrent que les niveaux d'expression des sous-unités 
al, a3 et a5 sont surtout exprimés dans les cellules indifférenciées HIEC, contrairement 
aux cellules Caco-2/15 différenciées qui expriment de très faibles niveaux d'expression de 
ces sous-unités. De plus, les sous-unités al, a3 et a5 ne sont pas complètement absentes, 
leurs niveaux d'expression sont tout simplement plus faibles. Les résultats de l'équipe du 
Dr. Beaulieu indiquent également qu'ils retrouvent, dans le bas des cryptes, la sous-unité 
al des intégrines alors qu'ils retrouvent la sous-unité a3 dans le haut des cryptes. Ainsi, il 
est possible de retrouver de faibles niveaux d'expression de la sous-unité a3 dans les 
cryptes. Il a également été montré que la lignée cellulaire Caco-2 (lignée parentale des 
Caco-2/15) exprime plus faiblement les sous-unités al et a3 une fois mature (Hess et al., 
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2001). De plus, une étude a montré que la lignée Caco-2 exprime aussi de très faibles 
niveaux de l'intégrine a5|31 (Kuwada et al., 2005). Ces résultats confirment les faibles 
niveaux des sous-unités a2, a3 et a5 des intégrines obtenus chez les cellules différenciées 
Caco-2/15 (30PC). Plusieurs autres études montrent une expression différentielle selon 
l'axe crypte-villosité, Choy et al. ainsi que Ladinser et Pittschieler ont démontrés que dans 
la muqueuse intestinale humaine, les sous-unités al, a3 et a6 des intégrines sont retrouvées 
tout le long de l'axe crypte-villosité (Choy et ai, 1990; Ladinser et Pittschieler, 1998). 
Jusqu'à maintenant, aucune étude n'avait déterminé l'expression des sous-unités a2, a3, a5 
et a6 spécifiquement dans les deux modèles de différenciation, soit les cellules 
indifférenciées HIEC et les cellules différenciées Caco-2/15 30PC, au niveau protéique. Un 
autre élément doit être pris en considération, nos résultats ne sont pas spécifiques aux 
isoformes. Il est bien connu que les sous-unités a des intégrines possèdent plusieurs 
isoformes et que ces isoformes peuvent être eux aussi exprimé de façon différentielle 
(Dydensborg et al., 2009; De Melker et al., 1997; Basora et al., 1997). Il serait intéressant 
de déterminer le profil des différentes isoformes des sous-unités étudiées ainsi que leurs 
implications dans la survie cellulaire selon l'état de différenciation. 
2. Implication différentielle des sous-unités a des intégrines dans la survie des cellules 
épithéliales intestinales 
Les intégrines sont reconnues pour être impliquées dans plusieurs processus 
entérocytaire tels que la différenciation, la prolifération et la survie. Ainsi, il a été montré 
qu'il y a corrélation entre l'expression de l'intégrine a7B|31 et la différenciation des 
cellules intestinales humaine (Basora et al., 1997). De plus, Zhang et al, ont démontré que 
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les sous-unités a2 et a3 sont requises pour acquérir un phénotype différencié chez les 
cellules Caco-2 (Zhang et al., 2003). 
Il a été bien établi que les cellules doivent interagir avec les composantes de la 
matrice extracellulaire (MEC) afin d'assurer leur survie. Les signaux de survie engendrés 
via l'adhésion cellulaire sont médiés principalement via les intégrines. La perte de cette 
interaction entre la matrice et la cellule induit l'anoïkose chez plusieurs types cellulaires 
(Meredith et al., 1993; Frish et Francis, 1994; Meredith et Schwartz, 1997). Les cellules 
épithéliales intestinales entrent également en anoïkose lorsqu'il y a perte d'adhésion 
cellulaire (Gauthier et al., 2001; Vachon et al., 2002; Dufour et al., 2004; Harnois et al, 
2004). Plusieurs études démontrent que l'implication des intégrines dans la survie 
cellulaire diffère selon le type cellulaire. Ainsi, l'intégrine aipi, qui est un récepteur du 
collagène, a un rôle important dans la survie des cellules de la crête neurale (Desban et al., 
2006). Alors que pour d'autres types cellulaires tels que les chondrocytes et les cellules 
endothéliales, c'est l'intégrine a5(3l, qui est un récepteur de la fibronectine, qui se trouve 
être important pour la survie cellulaire (Pulai et al., 2002; Wary et al., 1996). Les cellules 
épithéliales ovariennes en absence de sérum, adhérées sur une matrice de fibronectine, sont 
protégées de l'anoïkose grâce à la surexpression forcée de l'intégrine a5(31, tandis que la 
surexpression forcée de l'intégrines av(31 n'a pas cet effet (Zhang et al., 1995; Ruoslahti, 
1996). Ainsi l'implication des intégrines dans la survie cellulaire peut grandement varier 
selon le type cellulaire et l'implication des différentes intégrines peut également varier. 
82 
2.1. Essai d'interférence avec la fonction à l'aide d'anticorps bloquants 
Chez les cellules de la crypte intestinal humain, HIEC, l'intégrine a8J31 confère une 
susceptibilité à l'anoïkose (Benoit et al., 2010). Dans l'épithélium entérocytaire, Lee et 
Juliano ont examiné le rôle de l'intégrine a5(îl dans la protection contre induction de 
l'apoptose. Avec l'aide d'un modèle cellulaire épithélial intestinal de rat, ils ont démontré 
que la surexpression de la sous-unité a5 procure une protection contre l'apoptose induite 
par une perte de facteurs de croissance et que cet effet n'est pas observé avec la 
surexpression de a2, ce qui indique un rôle spécifique pour la sous-unité a5 des intégrines 
(Lee et Juliano, 2000). 
Afin de mettre en évidence l'implication de différentes sous-unités a des intégrines 
dans la survie de l'épithélium intestinal humain selon l'état de différenciation, nous avons 
utilisé différents anticorps bloquants spécifiques aux sous-unités a2, a3, a5 et a6 des 
intégrines chez les cellules indifférenciées HIEC ainsi que chez les cellules différenciées 
Caco-2/15 30PC. Nos résultats montrent qu'il y a une implication différentielle des 
différentes sous-unités a des intégrines en rapport avec l'anoïkose dans les cellules 
épithéliales intestinales selon l'état de différenciation. La sous-unité a2, ainsi que la sous-
unité a6 des intégrines sont importantes pour la survie, peu importe l'état de 
différenciation. La sous-unité a3 semble importante pour la survie uniquement chez les 
cellules indifférenciées HIEC alors que la sous-unité a5, quant à elle, semble importante 
pour la survie des cellules différenciées Caco-2/15 30PC. Chez les cellules indifférenciées 
HIEC, malgré le fait qu'elles expriment toutes les sous-unités des intégrines étudiées, il 
semble que les sous-unités a2, a3 et a6 des intégrines soient requises pour la survie des 
HIEC. Il semble également que la sous-unité a5 ne soit pas impliquée dans la survie des 
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HIEC. Chez les cellules différenciées Caco-2/15 30PC, malgré le fait qu'elles expriment 
très peu de sous-unités a2 et a5, il semble que ces sous-unités des intégrines soient requises 
pour la survie des Caco-2/15 30PC. La sous-unité a6 des intégrines est exprimée et est 
aussi importante pour la survie peu importe l'état de différenciation. 
Mis ensemble, ces résultats démontrent qu'il y a une implication différentielle des 
différentes sous-unités a des intégrines dans la survie des cellules épithéliales intestinales 
selon l'état de différenciation. Il est certain qu'une étude qui porterait sur l'implication des 
différents isoformes des sous-unités a des intégrines dans la survie cellulaire selon l'état de 
différenciation serait vraiment intéressante. H y a un autre facteur qui doit être prit en 
considération, la localisation des sous-unités a des intégrines. Il est bien connu qu'une 
sous-unité des intégrines peut être exprimée à différents endroits sur la cellule. Ainsi, elles 
peuvent être exprimées au niveau basai ou au niveau latéral. La localisation des différentes 
sous-unités des intégrines peut affecter l'importance de cette sous-unité dans la survie. En 
effet, si la sous-unité des intégrines est exprimée latéralement sur la cellule et n'est pas 
exprimée au niveau basai, elle risque d'avoir une importance au niveau des interactions 
cellule-cellule et non cellule-matrice (Beaulieu, 1992; Kaufmann et al., 1989). 
2.2. Essai d'interférence avec la fonction à l'aide de shARNs 
Afin de confirmer les résultats obtenus par l'utilisation des anticorps bloquants et de 
mieux définir le rôle des différentes sous-unités a des intégrines dans les cellules 
épithéliales intestinales, des shARNs ciblant spécifiquement l'ARNm des différentes sous-
unités a des intégrines ont été générés. Suite à l'infection de cellules HIEC à l'aide de 
lentivirus contenant différents shARNs dirigés contre les sous-unités al, a3, a5 et a6 des 
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intégrines, nous avons déterminé leur effet sur l'expression des différentes sous-unités a au 
niveau protéique ainsi qu'au niveau de l'ARNm. Aucun des shARNs utilisés contre les 
sous-unités a2, a3 et a5 n'a induit une baisse de l'expression protéique ou de l'expression 
de l'ARNm. Ces shARNs n'étant pas fonctionnels, ils n'ont pas d'impact sur la survie 
cellulaire. Le shARNs (pLenti-sha6.3) dirigé contre la sous-unité a6 a induit une baisse de 
l'expression tant au niveau protéique que sur l'ARNm. Suite à l'infection des cellules 
HIEC avec ce shARN, une augmentation significative de l'apoptose a été observé. Ainsi la 
sous-unité a6 des intégrines est importante pour la survie des cellules indifférenciées HIEC. 
Les séquences des shARNs contre les sous-unités des intégrines ont été générées 
grâce à l'outil bio-information «MISSION® shRNA Lentiviral Transduction Particles» de 
la compagnie Sigma-Aldrich. Ce site contient des séquences de shARNs contre chacune 
des sous-unités a des intégrines. En 2007, lors de la recherche des séquences ainsi que la 
production des shARNs, la compagnie Sigma-Aldrich proposait les séquences sans les 
avoir validées. Nous avons donc choisi les séquences qui nous semblaient appropriées. 
Malheureusement, les séquences des shARNs choisies contre les sous-unités al, a3 et a5 
n'ont pas été validées ni par notre laboratoire ni par le site de Sigma-Aldrich. Aujourd'hui, 
la compagnie a validé plusieurs séquences de shARNs, ainsi d'autres shARNs pourront être 
générés dans le laboratoire afin de déterminer l'implication des sous-unités a2, a3 et a5 
dans la survie cellulaire des cellules épithéliales intestinales. Le shARN (pLenti-sha6.3) 
dirigé contre la sous-unité a6, quand à lui, s'est avéré très efficace dans notre laboratoire et 
a également été validé par la compagnie Sigma-Aldrich. 
L'efficacité de la perte d'expression d'un ARNm par une construction contenant la 
séquence d'un shARN peut varier selon plusieurs facteurs, lesquels incluent la création du 
shARN et la lignée cellulaire utilisée pour l'infection. Nous avons utilisé les HIEC 
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uniquement puisque la méthode d'infection sur les Caco-2/15 post-confluences n'est pas 
encore mise au point. Certaines règles existent pour créer un shARN. L'une de ces règles 
est la limitation des nucléotides GC contenus dans la séquence (la quantité optimale de GC 
est entre 30 et 55%) (Zhou et Zeng, 2009). La thermo-stabilité peut aussi affecter 
l'efficacité d'un shARN. La plus faible stabilité de l'extrémité 3' du brin sens aide le brin 
anti-sens à entrer dans le complexe RISC où l'extrémité 3' est moins stable comparée à 
l'extrémité 5'. La cible sur la structure de l'ARNm influence également l'efficacité (Zhou 
et Zeng, 2009). La structure secondaire de l'ARNm peut être formée pour plusieurs raisons, 
mais les palindromes internes et les séquences répétées sont deux causes possibles. Il est 
donc possible que la structure secondaire de l'ARNm ait un impact sur l'efficacité du 
shARN en limitant son accessibilité. Un shARN avec plus de possibilité de palindrome en 
3' affecte l'efficacité du shARN négativement (Zhou et Zeng, 2009). La boucle du shARN 
(taille et structure) peut également affecter son efficacité. Brummelkamp et ai, présente 
une séquence de boucle qui semblait la plus efficace, séquence que nous avons utilisé 
(TTCAAGAGA) (Brummelkamp et al.; 2002). Cependant, Schopman et al., on testé 
d'autres boucles en variant la taille et la structure des séquences. Ils ont démontré que 
certaines mutations dans la séquence et dans la taille de la boucle peuvent rendre un shARN 
plus efficace (Schopman et al.; 2010). Ces nouvelles séquences pourraient être envisagées 
dans l'avenir lors de la construction de nouveaux de shARNs. Certains programmes 
informatiques peuvent déterminer une efficacité théorique, mais plusieurs sites proposent 
des algorithmes pour la création d'oligonucléotides siARN. Le problème est que ces 
algorithmes pour la création des siARNs sont peu ou pas efficace pour la prédiction de 
l'efficacité des shARNs (Taxman et al., 2006; Zhoou et Zeng, 2009). Ainsi le meilleur 
moyen de déterminer l'efficacité d'un shARN demeure encore de le tester. 
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3. Influence de la perte de la sous-unité a6 des intégrines sur la signalisation par le 
protéine Fak 
Si la kinase d'adhésion focalisée Fak est connu pour jouer un rôle central dans la 
médiation de signaux de survie via l'adhésion cellulaire, cette kinase joue également un 
rôle majeur dans la survie cellulaire (Frisch et al., 1996; Ilic et al., 1998; Giancotti F.G., 
1997; Giancotti et Ruoslahti, 1999; Schlaepfer et al., 1999). Il est bien établi que Fak se lie 
aux intégrines et donc la perte d'expression d'une intégrine pourrait affecter sa 
signalisation. Dans notre laboratoire, il a été montré que l'inhibition de l'adhésion cellulaire 
(polyhéma/suspension) induit une baisse significative des niveaux relatifs d'activation de 
Fak chez les cellules épithéliales intestinales indifférenciées HLEC (Gauthier et al., 2001; 
Hanois et al., 2004 et Dufour et al., 2004). L'adhésion cellulaire et la kinase Fak étant 
intimement reliées, les effets de la perte d'adhésion via la suppression de l'intégrine sur les 
niveaux d'activation relatifs de Fak ont été analysés. Étant donné l'augmentation de 
l'apoptose chez les cellules HIEC suite à la perte de l'expression de la sous-unité a6 des 
intégrines, nous avons analysé les niveaux d'activation relatifs de Fak. Cette expérience 
nous a permis d'observer une baisse d'activation de Fak lors de l'inhibition de l'expression 
de la sous-unité a6 des intégrines. La baisse d'activation observée semble similaire à celle 
obtenue avec la mise en suspension des cellules HIEC, ainsi que la mise en suspension 
suite à une infection avec un lentivirus exprimant la protéine GFP. Ces résultats concordent 
avec les précédents résultats de mise en suspension (perte de liaison aux intégrines) et la 
baisse d'activation de Fak observé par notre laboratoire. Ainsi, la kinase Fak est affectée 
par la signalisation de survie via les sous-unités a des intégrines. 
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Il n'y a pas que la kinase Fak qui peut être modulée suite à la perte d'expression de 
la sous-unité a6 des intégrines. Fak active la PI3-K directement ou indirectement via la 
tyrosine Src ou une 1RS, menant à l'activation d'Akt (Vachon, 2006). Ainsi, afin d'élucider 
les molécules impliquées dans la survie via les sous-unités des intégrines, d'autres 
molécules tel que Src serait intéressante à étudier. D'autres mécanismes moléculaires de 
survie peuvent être déréglés et ces mécanismes restent à être étudiés lors de la perte d'une 
sous-unité des intégrines. La voie PI3-K/AKT est une voie reconnue pour réguler plusieurs 
processus cellulaires tels que la croissance et la survie dans plusieurs types cellulaire 
(Coffer et al, 1998; Datta et al., 1999; Vanhaesebroeck et Alessi 2000; Murillo et al., 
2004). Dans une étude précédente, nous avons déjà démontré que la PI3-K était impliquée 
dans la survie des cellules épithéliales intestinales indifférenciées (Gauthier et al., 2001; 
Vachon et al, 2002). Il reste à élucider l'implication de la voie PI3-K/AKT lors de la perte 
d'expression de la sous-unité a6 des intégrines. Ainsi il reste à comprendre l'implication de 
plusieurs molécules et voie de signalisation dans la survie cellulaire engendrée par les sous-
unités a des intégrines. 
V- CONCLUSIONS 
En conclusion, notre étude suggère qu'il y a une implication distincte des différentes 
sous-unités a des intégrines dans la survie cellulaire selon l'état de différenciation. Tout 
d'abord, il nous fallait déterminer le profil d'expression des sous-unités a des intégrines 
d'intérêt dans deux modèles entérocytaires, les cellules indifférenciées HIEC et les cellules 
différenciées Caco-2/15 30PC. Jusqu'à présent les profils d'expression des sous-unités des 
intégrines ont été démontrés dans des modèles in vivo ou dans la lignée parentale Caco-2. 
La présente étude nous a permis de confirmer un profil d'expression selon l'état de 
différenciation. Cependant, les différentes isoformes des sous-unités a des intégrines n'ont 
pas été analysées dans cette étude. Ces différentes isoformes pourraient être impliquées 
dans la survie cellulaire de façon différentielle, ce qui ajouterait un degré supplémentaire de 
complexité. A l'aide d'anticorps bloquants nous avons confirmé l'implication des sous-
unités a2, a3, a5 et a6 des intégrines dans la survie cellulaire. Ainsi, ce ne sont pas les 
mêmes sous-unités a des intégrines qui sont requises chez les cellules indifférenciées HIEC 
et chez les cellules différenciées Caco-2/15 30 PC. D'autres facteurs pourraient ajouter de 
la complexité à notre étude, nous n'avons pas étudié les différentes isoformes ni la 
localisation sur la cellule des différentes sous-unités a des intégrines. En effet, la 
localisation des différentes sous-unités a dans la cellule permettraient une meilleure 
compréhension de leurs implications dans la survie des cellules épithéliales intestinales. 
Cette étude n'a pu confirmer les résultats obtenus avec les anticorps bloquants à l'aide de la 
génération de shARNs. Malheureusement, les shARNs générés contre les sous-unités a2, 
ci3 et (x5 des intégrines n'avaient aucun effet sur l'expression des sous-unités. Plusieurs 
facteurs peuvent en être la cause mais aujourd'hui d'autres séquences sont maintenant 
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disponibles et validées, ainsi l'implication via la perte d'expression des sous-unités al, a3 
et a5 des intégrines pourra être investiguée dans le laboratoire. Le shARN (penti-sha6.3) 
dirigé contre la sous-unité a6 des intégrines s'étant avéré fonctionnelle, nous avons pu 
déterminer l'implication de cette sous-unité dans la survie des cellules indifférenciées 
HIEC. De plus, ce résultat obtenu avec ce shARN a également permis de confirmer les 
résultats obtenus à l'aide de l'anticorps bloquant spécifique à la sous-unité a6 des 
intégrines. Ainsi la sous-unité a6 des intégrines est impliquée dans la survie des cellules 
indifférenciées HIEC. Étant donné l'efficacité de ce dernier shARN, nous avons tenté de 
déterminer les mécanismes moléculaires responsables de la survie cellulaire via la sous-
unité a6 des intégrines. Nous avons tout d'abord étudié la kinase Fak, kinase reconnue pour 
être impliquée au niveau de l'adhésion cellulaire. Ainsi nous avons démontré son 
implication au niveau de la survie via la sous-unité a6 des intégrines. 
Il serait intéressant d'analyser d'autres molécules reconnues pour être impliquées 
dans la signalisation de survie et /ou apoptose/anoïkose. Les membres de la famille Src sont 
des molécules que nous désirons analyser. Src est reconnu pour intervenir dans la voie de 
signalisation des intégrines. Fak et Src peuvent agir de concert afin d'activer la voie de 
signalisation PI3-K selon le type cellulaire. Il serait donc intéressant d'analyser la 
coopération des deux molécules via la perte d'expression d'une sous-unité a des intégrines. 
Notre laboratoire a montré que la voie PI3-K/Akt est engagée dépendamment de Src chez 
les cellules indifférenciées alors qu'elle est engagée indépendamment de Src chez les 
cellules différenciées. Ainsi l'implication de Src lors de la perte d'expression d'une sous-
unité des intégrines semble intéressante. Une perte d'interaction cellule-matrice comme 
celle provoqué par la perte d'une sous-unité a des intégrines induit entre autres, une baisse 
des signaux de survie. Cette baisse de signaux cause une baisse d'activation des voies de 
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survie PI3-K et Mek/Erk. Ainsi ces voies sont importantes à analyser dans un avenir 
prochain afin de mieux comprendre l'implication des sous-unités a des intégrines. Plusieurs 
études futures, en addition des présents résultats, pourront procurer une meilleure 
compréhension des mécanismes complexes qui régissent la signalisation de survie et/ou 
apoptose/anoïkose via les sous-unités a des intégrines chez les cellules épithéliales 
intestinales. 
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